New methods of protonated aminoacids preparation and their interactions with polyelectrolytes by Trojan, Martin
VYSOKÉ UČENÍ TECHNICKÉ V BRNĚ
BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY
FAKULTA CHEMICKÁ
ÚSTAV FYZIKÁLNÍ A SPOTŘEBNÍ CHEMIE
FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF PHYSICAL AND APPLIED CHEMISTRY
NOVÉ METODY PŘÍPRAVY PROTONIZOVANÝCH
AMINOKYSELIN A JEJICH INTERAKCE S
POLYELEKTROLYTY
NEW METHODS OF PROTONATED AMINOACIDS PREPARATION AND THEIR INTERACTIONS
WITH POLYELECTROLYTES
DIPLOMOVÁ PRÁCE
MASTER'S THESIS
AUTOR PRÁCE Bc. MARTIN TROJAN
AUTHOR
VEDOUCÍ PRÁCE Ing. MARTIN CHYTIL, Ph.D.
SUPERVISOR
BRNO 2012
Vysoké učení technické v Brně
Fakulta chemická
Purkyňova 464/118, 61200 Brno 12
Zadání diplomové práce
Číslo diplomové práce: FCH-DIP0628/2011 Akademický rok: 2011/2012
Ústav: Ústav fyzikální a spotřební chemie
Student(ka): Bc. Martin Trojan
Studijní program: Spotřební chemie (N2806) 
Studijní obor: Spotřební chemie (2806T002) 
Vedoucí práce Ing. Martin Chytil, Ph.D.
Konzultanti: doc. Ing. Jiří Kučerík, Ph.D.
Název diplomové práce:
Nové metody přípravy protonizovaných aminokyselin a jejich interakce s polyelektrolyty
Zadání diplomové práce:
Experimentální ověření nových metod přípravy protonizoivaných aminokyselin.,
charakterizace interakcí různě připravených protonizovaných aminokyselin
Termín odevzdání diplomové práce: 11.5.2012
Diplomová práce se odevzdává ve třech exemplářích na sekretariát ústavu a v elektronické formě
vedoucímu diplomové práce. Toto zadání je přílohou diplomové práce.
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Bc. Martin Trojan Ing. Martin Chytil, Ph.D. prof. Ing. Miloslav Pekař, CSc.
Student(ka) Vedoucí práce Ředitel ústavu
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
V Brně, dne 16.1.2012 prof. Ing. Jaromír Havlica, DrSc.
Děkan fakulty
3ABSTRAKT
Diplomová práce se zabývá studiem interakcí mezi polysacharidem hyaluronanem (HA) a
amfifily. Z předešlého výzkumu reologických vlastností směsí HA - amfifil je zřejmé, 
že přítomnost karboxylové skupiny na HA a aminoskupiny amfifilu vede k elektrostatickým
interakcím mezi těmito látkami. Tento předpoklad vede k možnosti fyzikálně modifikovat HA 
a následně ho použít jako nový typ nosiče biologicky aktivních látek, např. léčiv. Pro úspěšné 
použití HA jako nosiče ale musí být systém do určité hodnoty iontové síly stabilní.
Pro studium odolnosti interakcí vůči iontové síle byl vybrán vysokomolekulární hyaluronan
(1,75 MDa) a jako amfifil byla zvolena aminokyselina lysin. Z výsledků vyplývá, že takto 
připravený systém se rozpadá již při nízkých koncentracích elektrolytu v roztoku. Interakce
tak byly následně posilovány protonizací aminokyselin pomocí kyseliny chlorovodíkové. 
Výsledky ukazují, že interakce byly posíleny. Však pro negativní vliv chlorných aniontů, byly 
roztoky protonizovaných aminokyselin lyofilizovány. Takto modifikované interakce mezi HA
a amfifily byly podrobeny studiu odolnosti vůči iontové síle roztoku. Pro proces posilování
interakcí byl použit lysin, aminokapronová kyselina a arginin jako amfifily. Studium interakcí
byla použita reologie a jako doplňková metoda konduktometrie.
ABSTRACT
This Master thesis investigates the interaction between the polysaccharide sodium
hyaluronate (HA) and some amphiphilic molecules. It is known that the presence of the
carboxylic group on HA and the aminogroup on the amphiphiles leads to electrostatic
interaction between these two compounds. This supposal offers the possibility to physically
modify HA and use it as a new type of a carrier of bioactive compounds, for example
medicals. However, successful carrier of bioactive compound has to resist a certain value
of ionic strength.
The high-molecular weight HA (1.75MDa) and amphiphile lysine were selected for the
study of the influence of ionic strength on the HA – amphiphile system. Our results show that
system HA – amphiphile system is suppressed even by low concentrated solution of
electrolyte. Therefore the system was reinforced by protonation of the aminoacids. The results
show that the interactions were reinforced; nevertheless, negative influence of chloride anions
had to be eliminated by lyophilization. The solutions with strengthened HA – amphiphile
system were used for the research of ionic strength influence. The amphiphiles lysine, 6 -
aminocaproic acid and arginine were selected for this study. The interactions were
investigated by means of reometry and conductometry.
KLÍČOVÁ SLOVA
hyaluronan, amfifil, interakce, reologie, iontová síla
KEY WORDS
hyaluronan, amphiphile, interactions, rheology, ionic strength
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71 ÚVOD
Karl Meyer objevil a popsal v roce 1934 na Kolumbijské univerzitě v New Yorku nový
polysacharid, který nazval kyselina hyaluronová (HA). V té době určitě sám nevěděl, 
že otevřel velice významnou větev výzkumu, která s pomocí mnohým jeho následovníkům 
za několik desítek let dosáhla praktického využití HA ve farmacii, kosmetice a medicíně. 
Jen málo kdo z nás si uvědomuje, že se s výrobky obsahující HA, se setkáváme téměř denně. 
HA je běžně součástí pleťových krémů, očních či nosních kapek či přípravků na hojení ran. 
HA se běžně vyskytuje v těle živočichů, takže i v těle nás všech. Hraje mnoho velice důležitý 
rolí převážně v tkáních, kde zajišťuje viskoelasticitu.
Tato práce se zabývá interakcemi mezi kyselinou hyaluronovou a amfifilními
aminokyselinami. Z předchozího výzkumu je známo, že dochází k vazbám
mezi karboxylovou skupinou na HA a aminoskupinami na aminokyselinách umožněných 
pomocí elektrostatických interakcí. Díky znalosti interakcí by pak mohl být vytvořen z HA
prekurzor nosiče bioaktivních látek, který by sloužil pro interakce například s hydrofobně 
modifikovanými aminokyselinami. Aminokyselina by zde tvořila můstek mezi HA a
navázaným léčivem. Takto připravené léčivo by pak patřilo do skupiny cíleně 
distribuovaných léčiv, které se vyznačují zvýšenou koncentrací jen v nemocí postižených
tkáních. Při obecně známé chemoterapii dochází působením cytostatických léčiv
k nežádoucím účinkům na zdravé tkáni (vypadávání vlasů, kožní vyrážka či chudokrevnost). 
Pokud by bylo léčivo distribuováno pouze v postižené části těla, byly by nežádoucí účinky 
z většiny eliminovány. V součastné době se zkoumá také možnost vytvořit můstek mezi HA a 
léčivem pomocí tenzidů. Výzkum se ale potýká s problémem s toxickým působením tenzidů 
v lidském těle. U léčiv obsahující aminokyselinu tento problém nenastává.
Nosič léčiva, který by obsahoval hyaluronan, by mohl sloužit k výrobě cíleně 
distribuovaného léčiva na nádorová onemocnění. Nádorové buňky například v žaludku, kůži 
či tlustém střevě vykazují zvýšenou schopnost vázání a interakce s HA díky receptoru CD 44.
Na základě těchto znalostí a existence nového nosiče léčiv vytvořeného z hyaluronanu by byla
možnost vytvořit biokunjugát, který by sloužil k léčbě rakoviny.
Krev, ve které by byla distribuce léčiva realizována, je složena jak z krevních buněk, 
tak z kapalné části tzv. krevní plasmy. Plazma obsahuje vedle vody a organických látek i
anorganické soli, jejichž koncentrace nepřesahuje 0,15 mol l-1. Pro úspěšné použití systému 
HA – aminokyselina – bioaktivní látka je zcela nezbytné, aby systém byl odolný vůči 
minimálně proti tomuto množství iontové síly. Pokud by se systém nebyl v prostředí iontové 
síly stabilní, bylo by potřeba interakce posílit (například protonizací aminokyselin).
82 TEORETICKÁ ČÁST
2.1 Kyselina hyaluronová
2.1.1 Úvod
Kyselina hyaluronová (HA) je přírodní, nevětvený polysacharid obecně patřící do skupiny 
glykosaminoglykanů, což jsou heteropolysacharidy tvořené stále se opakujícími se
disacharidovými jednotkami, v nichž je vždy jedním členem uronová kyselina (D -
glukuronová, L - induronová) a druhým glykosamin (glukosamin, galaktosamin).
Za objevitele HA jsou považováni německý chemik Karl Meyer a jeho asistent Američan 
John Palmer, kteří společně izolovali HA z očního sklivce skotu v roce 1934. Název kyseliny
hyaluronové je odvozen od řeckého slova „hyalos“ znamenající sklený a z anglického „uronic
acid“, což znamená uronová kyselina. HA je lineární polysacharid, který se skládá ze stále se
opakující disacharidové jednotky obsahující D-glukuronovou kyselinu a N-acetyl-D-
glukosamin. Jednotky jsou spolu spojeny β-(1→3) a β-(1→4) glykosidickou vazbou. Počet 
opakujících se disacharidových jednotek, n, v HA může dosahovat hodnot od několika stovek 
do deseti miliónů, a tak molekulová hmotnost může překročit až 4 milióny daltonů (jedna 
disacharidová jednotka má přibližně molekulovou hmotnost 400 Da, kde 1 Da ≈ 1 g/mol).
Průměrná délka řetězce závisí na molekulové hmotnosti. Nejčastěji dosahuje hodnoty 
několika 1 nm, ale při n blížící se hodnotě 10 000 může řetězec dosáhnout délky až 10 µm [1,
2, 3, 17, 18].
Obr. 1: Struktura disacharidové jednotky HA
Glukuronová kyselina obsahuje ve své struktuře karboxylovou skupinu o pKa 3–4 závisející
na iontových podmínkách rozpouštědla. Karboxylová skupina je tedy při neutrálním pH
disociovaná, a tak se HA vyskytuje převážně ve formě sodné soli tzv. hyaluronanu.
Přítomnost negativního náboje na řetězci HA se nabízí pro potenciální interakce s kladně 
nabitými atomy či molekulami [2, 3].
2.1.2 Struktura HA v roztoku
Struktura HA v roztoku je určena strukturou disacharidové jednotky, vnitřními vodíkovými 
můstky, elektrostatickými odpudivými silami mezi karboxyly a interakcí HA
s rozpouštědlem. I přes jednoduchou strukturu je konformace HA velice neobvyklá a 
komplikovaná. Navzdory výzkumu trvající desítky let se nepodařilo jednoznačně určit
konformaci HA v roztoku, která se nedá popsat pouze jednou stabilní konformací díky stálým
změnám ve struktuře. V hlavním řetězci se vyskytují hlavní dva druhy vazeb. Prvním druhem 
9je již zmíněná glykosidická vazba, kde atom kyslíku váže dohromady jednotlivé sacharidové
jednotky. Každý kyslík je dvojvazný a jeho vazby jsou orientovány do ramen písmene „V“
tak, že substituenty na koncích ramen se mohou teoreticky otočit o 360°. Molekulové 
modelování ale dokazuje, že glykosidické vazby nemohou dosáhnout všech možných
konfigurací [3, 4].
Obr. 2: Řetězec hyaluronanu s naznačenými vodíkovými můstky [3]
Druhým typem vazeb jsou vodíkové můstky, které vznikají mezi volnými elektronovými
páry kyslíku v pyranosovém cyklu či elektronovými páry kyslíku z karboxylových skupin a
vodíkem z OH skupin. Jak je vidět z Obr. 3a znázorňující tetrasacharid HA, vyskytuje se
v této molekule dohromady čtrnáct vodíkových můstků. V nevodném prostředí např.
v dimethyl sulfoxidu (DMSO) vznikají vazby výhradně vodíkové. Naopak ve vodném
prostředí jsou vodíkové můstky mezi karboxylovou skupinou glukuronové kyseliny a 
aminoskupinou glukosaminu nahrazeny tzv. vodnými můstky (Obr. 3b), kdy je vázána
mezi zmíněné skupiny molekula vody. Tato vlastnost činní z HA silně hygroskopickou látku
[3].
Působení vodíkových můstků je první disacharidová jednotka v HA vždy pootočená o 180°
oproti následující disacharidové jednotce. Výsledky nukleární magnetické rezonance
dokazují, že v roztoku je každý disacharid otočený o 180° v porovnání s disacharidem
v řetězci před ním či za ním. Dvě otáčky (celkem 360°) přivedou disacharid zpátky 
do původní orientace. Výslednou sekundární strukturou HA je tedy dvojitá šroubovice tzv.
dvouohybový helix. Tvar řetězce se pak v roztoku jeví jako stuha. O struktuře HA se nedá
uvažovat jako o double helixu, protože strukturu tvoří pouze jeden řetězec. Double helix byl 
prokázán pouze u pevných preparátů s pH nižší než je normální ve fyziologickém roztoku [3].
Díky sekundárnímu uspořádání HA se vytvoří v určitých místech řetězce hydrofobní oblast.
Tuto nepolární část řetězce tvoří axiální atomy vodíku a má velikost osmi CH skupin (stejné
velikosti jako například oktanová kyselina). Přesně na druhé straně molekuly se utvoří polární 
a tedy hydrofilní oblast. Hydrofobní oblast nabízí možnost interakce s málo polárními či 
nepolárními látkami. Hydratační obal molekuly je ale velice tuhý, takže případných interakcí 
lze dosáhnout pouze pomocí modifikací HA [3].
Struktura molekuly HA v roztoku, jak bylo zmíněno, je celkově ovlivněna vnitřními 
vodíkovými můstky, chemickou strukturou disacharidové jednotky a interakcemi HA 
s rozpouštědlem. Molekuly HA se seskupují v roztoku do nahodilých svinutých struktur a
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klubek, které při vysoké molekulové hmotnosti HA > 1MDa zabírají velký hydrodynamický
objem. Obecně se tyto struktury či klubka nazývají hydrodymanické domény. Koncentrace
řetězců HA v těchto doménách je velice malá a nepřekračuje 0,1% (hm/obj) oblasti.
Při nízkých koncentracích se domény vyskytují v roztoku izolovaně. S postupně zvyšující se 
koncentrací HA v roztoku roste jak počet domén, tak i jejich velikost. Při určité koncentraci 
dojde k dotyku jednotlivých domén v roztoku. Tuto koncentraci označujeme jako kritická
koncentrace ∗c . Po překročení kritické koncentrace dojde k vzájemnému zaplétání do sebe.
Hydrodynamické domény se tak začnou překrývat obecně při koncentraci 1 mg/ml (platí
pro HA o M > 1MDa). Roztok HA pak mění své reologické chování, přechází z newtonské
kapaliny na kapalinu nenewtonskou a skokem se mu zvyšuje viskozita. Přes vzniklou síť 
řetězů HA mohou volně procházet malé molekuly, ale molekuly větší než molekuly HA díky
své velikosti přejít nedokážou. Důsledkem tohoto jevu je v okolí sítě HA větší koncentrace 
velkých molekul než v síti samotné [2, 3].
Obr. 3: Vodíkové můstky mezi kyselinou D – glukoronovou (G) a N-acetyl-D-glukosaminem (N)
naznačené tečkovanými čárami a) v nevodném prostředí b) ve vodném prostředí s naznačeným 
vodným můstkem [3]
2.1.3 Hydrodynamické chování kyseliny hyaluronové
Hydrodynamické chování roztoků HA je velice neobvyklé v porovnání s ostatními
polyelektrolyty. Roztoky HA vykazují pseudoplastické chování, a to už při nízkých
koncentracích. Roztoky HA mají tedy vysokou viskozitu za stacionárních podmínek, která se
zvyšující se smykovou rychlostí postupně snižuje. Reologické vlastnosti HA byly zkoumány 
z pohledu různých molekulových hmotností, koncentrací, iontové síly a smykové rychlosti.
Prvním, kdo studoval reologické vlastnosti HA, byl D. A. Gibbs. Na Obr. 4 je velice dobře 
patrná jedna z nejvýznamnějších tokových anomálií nenewtonských kapalin, mezi které patří 
vysokomolární HA (M > 1MDa). Jedná se o limitní viskozitu η0. Pro 0→γ& platí, že viskozita
se chová, jako by byl roztok newtonskou kapalinou. Obdobná anomálie se objevuje
za podmínek ∞→γ& . Zde se nazývá viskozitou asymptotickou η∞. Výzkum dokazuje,
že limitní viskozita roztoků HA je závislá mimo jiné na molární hmotnosti, teplotě, pH, 
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iontové síle, interakcích v systému a na kritické koncentraci, při které se řetězce začnou 
navzájem výrazně ovlivňovat a zaplétat se. Zapletení řetězců, které má za následek limitní 
viskozitu, naznačuje možné gelové chování roztoku, avšak nedochází
ke stabilním mezimolekulárním interakcím a zapletené řetězce jsou stále pohyblivé. Spojení
řetězců v doménách tedy není stálé a velice flexibilně vzniká a zaniká.
Pokles viskozity při vysokých smykových rychlostech lze vysvětlit narušením vodíkových
můstků, které drží domény pohromadě. Pokud smyková rychlost překoná kritickou hodnotu
Cγ& , za níž nemohou řetězce HA relaxovat, dojde k snižování viskozity. Roztoky
nízkomolekulární HA (M < 100 kDa) se chovají jako newtonské kapaliny. Řetězce jsou zde
několikrát menší než u HA s molekulovou hmotností okolo 1 MDa, a tak nejsou schopny
vytvořit hydrodymanickou doménu. Viskozita roztoku nízkomolekulárních HA vlivem
rostoucí smykové rychlosti neklesá (Obr. 5) [4, 7, 8, 24].
2.1.4 Výskyt a úloha HA v organismu
HA je polysacharid vyskytující se běžně v těle obratlovců, převážně pak v mimobuněčném 
matrici (hlavní zdroje jsou uvedeny v tabulce 1). HA nalezena ve vyšší koncentraci v očním
sklivci či v kloubní tekutině. Sedmdesátikilový lidský jedinec má v těle přibližně 15g HA a 
z toho největší množství (7 – 8 g HA) je zabudováno v kůži, a to jak v pokožce (epidermis)
tak ve škáře (dermis). V těle rostlin se HA nevyskytuje [2, 4].
Tabulka 1: Koncentrace hyaluronanu v tkáních a tkáňových tekutinách [6]
tkáň, tekutina koncentrace [mg/l]
kohoutí hřebínek 7500
lidská pupeční šňůra 4100
lidská kloubní tekutina 1420 – 3600
hovězí nosní chrupavka 1200
lidský sklivec 140 – 338
lidská škára 200
Tabulka 2: Distribuce hyaluronanu v různých částech těla krysy [6]
orgánový systém m [mg] procenta
Kůže 33,8 55,9
Kostra 16,2 26,8
Svaly 4,69 7,8
žaludek a střeva 0,50 0,8
zbývající orgány 5,25 8,7
HA patří ke zcela nezbytným látkám pro fungování většiny živočišných organismů. Její
úloha v organismu se odvíjí od molekulové hmotnosti. HA s vysokou molekulovou hmotností
zajišťuje mechanickou odolnost a viskoelasticitu. Většinou má vysokomolekulární HA funkci
strukturní a mechanickou především v chrupavce, kloubní tekutině či v očním sklivci.
Společně s proteoglykany a některými proteiny tvoří HA systém, který dodává tkáním
zmíněnou viskoelasticitu. Nízkomolekulární HA se váže na proteiny v mimobuněčném
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matrixu a na povrchy buněk, kde je součástí receptorů pro mnoho buněčných procesů. HA se
také podílí na kontrole transportu vody v tkáních [2, 7, 15, 19].
2.1.5 Výroba a součastné využití HA
Původně byla HA získávána z pupeční šňůry a krátce potom i z kohoutích hřebínků. Nyní 
se takto získaná HA prodává pod komerčním jménem Healon či Opegan. V dnešní době ale 
dominuje biotechnologická výroba, při níž je HA produkována pomocí metabolismu
některých bakterií rodu Streptococcus. Pro produkci nižších molekulových hmotností se
používají bakterie Streptococcus equi, naopak molekulové hmotnosti blížící se 2 MDa lze
získat pomocí bakterie Streptococcus zooepidemicus. V České republice je HA vyráběna
společností Contipro Group s.r.o., která sídlí v Dolní Dobrouč [4].
Přípravky obsahující HA se hojně využívají ve farmacii a kosmetickém průmyslu. HA se
velice často používá v oční chirurgii díky viskoelastickým vlastnostem. Viskoelastický roztok
HA chrání oční tkáň před poškozením chirurgickými nástroji. HA se používá v očním 
lékařství i jako přídavek k zlepšení vlastností očních kapek. Přidání HA do očních kapek 
zvyšuje biologickou dostupnost očního léku. Nízká viskozita při vysoké smykové rychlosti 
způsobuje mnohem menší podráždění oka než u ostatních polymerů a díky vysoké viskozitě 
nehybného roztoku prodlužuje uchování léčiv. Například při léčbě syndromu suchých očí je
HA součástí tzv. umělých slz. HA se komerčně využívá při lokální léčbě. Pro hojení ran se 
komerčně používá biomateriál HYAFF®, který se vyrábí alkylací tetra(n-butyl)amoniové soli
HA pomocí alkylhalidu v roztoku dimethylformamidu. Dalším komerčním přípravkem 
pro hojení ran je hyodine®, který se skládá z hyaluronanu sodného, jodidu draselného a
samotného jódu [13, 32, 33].
Viskoelastických vlastností se používá i při léčbě zánětů kostních kloubů (tzv. pakostnice),
kdy se využívá k ochraně a proti tření kloubů při chůzi. Komerčně se prodávají tablety 
obsahující HA, které preventivně brání pakostnici a vyživují klouby, pokožku a vlasy [4, 13].
Nejnovější směrem výzkumu HA je jeho použití jako potencionálního nosiče bioaktivních 
látek, který by zaručil cílenou distribuci léčiv v těle pacienta. Nosič léčiva by zařídil cílený 
transport k potřebnému místu v lidském těle a řízené uvolnění léčiva na místě. Využívá se zde
velkého počtu interakcí s různými receptory, a to především s CD44. Interakce mezi HA a
CD44 mají různé fyziologické funkce v těle organizmů, např. aktivaci leukocytů či růst, 
diferenciaci a migraci buněk. Velice intenzivně se zkoumá možnost využít HA jako součást 
cíleného léku na rakovinu, protože rakovinové buňky obsahují velkou koncentraci HA.
Výzkum je prováděn s léčivem cis platina pro rakovinu plic či paclitaxel pro rakovinu prsu.
Pro použití v lokální anestezii se zkoumá spojení HA s léčivem bupivacaine [5, 34, 35, 36].
V kosmetice nalézá HA široké uplatnění ve všech jejich odvětvích, ve kterých se využívá 
jeho elastických a hydratačních vlastností. Používá se například v přípravcích na holení, 
v nočních krémech proti vráskám či akné, v pleťové vodě, v přípravcích po opalování či proti 
vypadávání vlasů [37].
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Obr. 4: 0,1% hm. roztok 1,75 MDa hyaluronanu  ve vodě při teplotě 25°C vykazující nenewtonské
chování
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Obr.5: 0,1% hm. roztok 70 kDa hyaluronanu ve vodě při teplotě 25°C vykazující newtonské chování
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2.1.6 Interakce kyseliny hyaluronové
Interakcemi HA máme na mysli elektrostatické interakce, které jsou coulombické povahy.
Znamená to, že interakce se řadí mezi nekovalentní interakce a vznikají mezi dvěma 
opačnými náboji nebo dvěma permanentními dipóly. Látky jsou k sobě poutány elektrickou 
silou Fe, která se řídí Coulombovým zákonem (1):
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kde ε0 je permitivita vakua, εr je relativní permitivita daného prostředí, Q1 a Q2 jsou velikosti
nábojů a r je vzdálenost nábojů.
Součastný výzkum interakcí HA se ubírá několika směry. Jedním směrem je výzkum 
zabývající se vytvořením elektrolytického komplexu HA s poly-L-lysinem [10], který nachází
uplatnění v tkáňovém inženýrství. Velice intenzivně zkoumanou oblastí jsou interakce
mezi HA a proteiny. Jedním z cílů tohoto výzkumu je získat ochranný imunogen proti bakterii
Streptococcus equi [9].
Výzkum interakcí HA – amfifilní aminokyseliny je založen na znalostech z oblasti
výzkumu elektrostatických interakcí HA s jinými amfifily, zejména kationaktivními tenzidy.
Tenzidy jsou obecně organické sloučeniny, které se řadí do skupiny povrchově aktivních 
látek. Samovolně se koncentrují na fázovém rozhraní, kde snižují povrchovou nebo 
mezifázovou energii. Povrchová aktivita tenzidů je důsledkem jejich chemické struktury. 
Molekula tenzidu je složená z hydrofobní části (alkylový řetězec) a hydrofilní části (Obr. 6).
Díky své struktuře jsou schopny solubilizovat ve vodě málo rozpustné nebo nerozpustné 
látky, např. léčiva. Tenzidy se obecně dělí do čtyř hlavních skupin, kationtové, aniontové,
amfolytické a neionogenní. [9, 10, 29,30].
N+ Br
-
Obr. 6: Kationaktivní tenzid cetyltrimethylamoniumbromid (CTAB)
Kationaktivní tenzidy jsou většinou kvartérní amoniové soli, které stejně jako 
aminokyseliny mají na konci řetězce aminoskupinu. Na rozdíl od těchto tenzidů obsahují 
aminokyseliny minimálně jednu karboxylovou skupinu a protonizace jejich aminoskupin je
závislá pKb dané aminokyseliny, takže pernamentního kladného náboje na dusíku lze
dosáhnout protonizací aminokyseliny (snížením pH roztoku). Vlastnosti tenzidů a 
aminokyselin se tedy mohou za jistých podmínek podobat.
Konformace polyelektrolytů, mezi které patří také HA, je dána stupněm disociace, solvatací 
a mírou hydrofobních interakcí Důležitou roli hrají elektrostatické interakce, jak mezi
jednotlivými řetězci navzájem, tak i mezi řetězcem a disperzním prostředím, zvláště pokud je 
disperzní prostředí roztok nízkomolekulárního elektrolytu. Konformace řetězce HA je tak
dána chováním hlavního řetězce polyelektrolytu (délka či modifikace řetězce), tak i 
interakcemi s částicemi rozpouštědla. Nízkomolekulární amfifily, jako jsou tenzidy či 
amfifilní aminokyseliny, se proto mohou pomocí elektrostatických nebo hydrofobních
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interakcí adsorbovat na polyelektrolyt a následně změnit jeho konformaci, a tím i jeho
fyzikální a chemické vlastnosti. Interakce v systému se většinou projevují změnou
konformace klubka HA v roztoku a to tak, že dochází ke kontrakci hydrodynamického objemu
a následnému snížení viskozity roztoku. Viskozita roztoku HA klesá, protože dochází díky
elektrostatickým interakcím k odstínění vnitřních odpudivých sil, které drží řetězce klubka 
od sebe. Právě tyto vnitřní odpudivé interakce mají za následek velký hydrodymanický objem 
domény HA [11, 12].
Tenzidy kromě povrchové aktivity mají i vlastnost, že po překročení kritické micelární
koncentraci (cmc) vytváří v roztoku útvary zvané micely (Obr. 7). Micely jsou shluky
molekul tenzidu, které tvoří především kulovité tvary, mohou se ale vytvářet i válce či 
dvojvrstvy. Uspořádání molekuly tenzidu v micele závisí na druhu rozpouštědla. V polárním
rozpouštědle (např. vodě) mají micely na povrchu hydrofilní část a alkylové řetězce jsou 
ukryty uvnitř micely.  V nepolárním rozpouštědle (např. benzenu) jsou hydrofilní části 
molekuly ukryty vnitru micely a hydrofobní alkylové řetězce vyčuhují z micely
do rozpouštědla.
 Kritická micelární koncentrace hraje významnou roli při vysokých koncentracích tenzidů
v roztoku HA. Micely, které jsou samy o sobě nabité (pokud jsou samozřejmě tvořeny 
z ionogenních tenzidů), se vážou na opačně nabité řetězce HA, a tak zvyšují hydrodynamický
objem a působí proti ostatním elektrostatickým interakcím, dochází tak k nepatrnému zvýšení
viskozity roztoku. Tento jev je pozorován jen v určitém intervalu koncentrací tenzidu. Herslöf
et al. ve své práci zjistili, že po překročení určitého poměru tenzid/elektrolyt dochází 
k opětovnému snížení viskozity [14]. Thalberg et al. publikovali, že interakce mezi HA a 
tenzidem (s výjimkou C8TAB a C9TAB) se začínají projevovat již pod zmíněnou cmc, což
znamená, že se na řetězec HA váží jednotlivé molekuly tenzidu nebo HA indukuje tvorbu
micel pod hodnotou cmc [16]. Tento poznatek otevírá možnost interakce HA s jednotlivými
molekulami aminokyselin [11, 13].
a) b)
Obr 7: Znázornění interakcí aminoskupin tenzidu s karboxylovými skupinami na D – glukuronové
kyselině na HA a) před dosažením kritické micelární koncentrace b) po překročení kritické micelární 
koncentrace
b)
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2.1.7 Aminokyseliny
2.1.7.1. Lysin
Lysin (LYS), systematickým názvem 2, 6 - diaminohexanová kyselina, je esenciální,
kódovaná ketogenní aminokyselina, která se v literatuře označuje buď písmenem K nebo
zkratkou Lys (Obr 8). Lysin obsahuje na postranním řetězci primární aminoskupinu, která
dodává aminokyselině bazický charakter stejně jako aminokyselinám argininu či histidinu. 
Disociační konstanty jsou pKCOOH: 2,18, pKNH2: 8,95, pKε-NH2: 10,53 a izoelektrický bod
lysinu je roven 9,74. Pokud tělo má nedostatek lysinu, může se to projevit například 
vyčerpaností, pomalým růstem, pocitem nevolnosti, ztrátou chuti či závratěmi. Tato 
aminokyselina je nezbytná pro stavbu bílkovin v lidském těle, je zodpovědná za vstřebávání 
vápníku a pomáhá snižovat cholesterol. Rostlinné bílkoviny obsahují malé množství lysinu, a
proto se musí přijímat z jiných zdrojů. Nejvíc bohaté na lysin jsou ryby, vepřové a hovězí 
maso. Lysin se vyrábí z 90% technologickými postupy pomocí mikroorganismů. Výchozí
surovinou je hlavně melasa a producentem Corynebacterium glutamicum. V praxi se používá
k léčení oparů (latinsky herpes simplex) a jako přídavek do krmiv. Dále se přidává do masa 
pro zlepšení jeho vzhledu a schopnosti vázat vodu. Používá se i při konzervaci ryb 
k odstranění zápachu. Přídavek lysinu v mouce zvyšuje její výživnou hodnotu a zlepšuje její
kynutí [20, 21].
Obr. 8: Protonizovaná molekula lysinu
2.1.7.2. 6 – aminokapronová kyselina
Kyselina 6 – aminokapronová (AKK) známější pod komerčním pojmenováním Amicar je 
analogem lysinu (Obr. 9). Na rozdíl od lysinu jí chybí aminoskupina na druhém uhlíku
aminokyseliny. Izoelektrický bod aminokyseliny je 7,6; pKCOOH je rovno 4,43 a pKNH2 je
10,75. AKK je inhibitorem fibrinolýzy a používá se pro redukci krvácení při operacích srdce
[22, 23, 31].
Obr. 9: Protonizovaná molekula 6 – aminokapronová kyseliny
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2.1.7.3. Arginin
Arginin (ARG) neboli systematickým názvem (2S)-2-amino-5-guadinovalerová kyselina, je
semiesenciální kódovaná aminokyselina. Termín semiesenciální značí, že tělo nedokáže 
arginin vytvořit v období růstu.  V literatuře je arginin označován písmenem R nebo zkratkou 
Arg. Arginin patří mezi bazické aminokyseliny a jeho bazicita dokonce převyšuje bazicitu 
lysinu. Tato alkalita aminokyseliny je způsobena přítomností guanidinové skupiny na konci
řetězce (Obr. 10). 
Obr. 10: Protonizovaná molekula argininu
Disociační konstanty aminokyseliny jsou pKCOOH: 2,17; pKNH2: 9,04; pKε-NH2: 12,48 a
izoelektrický bod je roven 10,76. Arginin je po většinu lidského života neesenciální
aminokyselina, takže není nutno většinu nutného množství dodávat pomocí stravy. Největší 
množství argininu nalézáme v mléčných výrobcích (mléko, jogurty, tvaroh), v hovězím a 
vepřovém mase či v mořských plodech. Z rostlinné stravy se nejvíc vyskytuje v pšeničných 
klíčcích, pohance či ořechách. V lidském těla má funkci při hojení ran, buněčném dělní, 
kontrole močoviny v těle, uvolňování hormonů a je prekurzorem pro syntézu oxidu dusného 
[20,21].
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2.2 Reologie
2.2.1 Počátky reologie
Reologie jako věda vznikla oficiálně 29. 4. 1929 na Sympoziu o plasticitě v americkém
Columbusu, kde byla ustanovena Společnost pro reologii. Základním impulzem pro rozvoj 
reologie bylo hromadné používání pevných i kapalných polymerních systémů. Za otce 
reologie můžeme považovat amerického chemika Eugene C. Binghama a izraelského
stavebního inženýra Markuse Reinera. Mezi další zakládající členy společnosti se řadí W. H. 
Herschel a L. Prandl. Slovo „reologie“ je složeninou dvou řeckých slov, rhein a logos. Rhein
znamená téci a logos je věda. Reologie, která je mezioborovou vědou, se tedy zabývá studiem
toku hmoty a snaží se najít závislosti mezi působícím napětím, deformací a rychlostí 
deformace. Jako motto reologie zvolili Bingham společně s Reinerem citát řeckého vědce 
Herakleita „Παντηα ρηει“ (Pantha rhei) neboli česky „Všechno plyne“ [24, 25].
2.2.2 Základní definice
Pro určení základních reologických parametrů se používá model s posuvnými deskami
(Obr. 11). Model se skládá z dolní nepohyblivé a horní pohyblivé desky. Vzdálenost obou
desek dx je konstantní. Vrchní deska o povrchu A [m2] se pohybuje vůči dolní desce rychlostí 
v [m.s-1] pomocí síly F [N].
Obr. 11: Model s posuvnými deskami
Tečné napětí τ je definováno jako síla na jednotku plochy působící na materiál. Vztah mezi 
silou F a plochou A se nazývá smykové napětí τ a je definované vztahem (2).
τ = F/A [N.m-2 = Pa] (2)
Vztah mezi rychlostí v a vzdáleností (roztečí) dx se nazývá smyková rychlost γ& , a je
definovaná pomocí vztahu (3).
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γ& = dv/dx = v/x [s-1] (3)
Deformace se následně rovná vztahu (4). 
γ = du/dx = u/x (4)
Smykové napětí kapalin závisí mnohem více na rychlosti změny deformace než na deformaci
samotné. Viskozita η je pak definovaná jako poměr smykového napětí a smykové rychlosti 
tzv. Newtonovým zákonem (5):
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Látky, pro které platí tento zákon, a tedy mají viskozitu nezávislou na smykové rychlosti
při dané teplotě (Obr. 12), se nazývají newtonské kapaliny. Jedná se většinou o čisté kapaliny 
nebo roztoky nízkomolekulárních látek. U většiny ostatních látek je viskozita závislá
na smykové rychlosti, tyto látky se označují jako nenewtonské [24, 25].
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Obr. 12: Toková a viskozitní křivka newtonské kapaliny
2.2.3 Nenewtonské kapaliny
Obecně se považují za nenewtonské efekty v kapalinách všechny tokové vlastnosti, které
nejsou pozorovatelné v kapalinách, jejichž viskozita není závislá na deformaci kapaliny.
Mezi nenewtonské efekty se řadí tzv. Weissenbergův efekt, zvýšení či snížení viskozity 
při změně smykové rychlosti a rozšíření proudu kapaliny při výstupu z trubky. Viskózní
nenewtonské kapaliny jsou popsány pomocí jednoduché reologické funkce ve tvaru
)(τγ f=& .
Nenewtonské kapaliny se dělí do třech základních skupin, pseudoplastické, dilatantní a
plastické (Obr. 13). Pseudoplastické látky nevykazují žádnou mez toku a jejich zdánlivá
viskozita se snižuje se zvyšujícím se gradientem rychlosti. Při vysokých smykových 
rychlostech se viskozita polymerních roztoků blíží k asymptotické viskozitě ∞η .
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Mezi pseudoplastické kapaliny můžeme zařadit některé suspenze, hrubší disperzí koloidní
roztoky a roztoky vysokomolekulárních polymerů a mýdel.
Dilatantní kapaliny mají jako pseudoplastické kapaliny nulovou mez toku, ale jejich
zdánlivá viskozita se zvyšuje se vzrůstající smykovou rychlostí.  Mezi dilatantní kapaliny se
řadí některé koncentrované suspenze s velkými částicemi.
Zvláštním případem nenewtonských kapalin jsou kapaliny plastické kapaliny. V klidovém
stavu se kapalina nachází v odporu schopné struktury, která nevykazuje žádné měřitelné 
deformační pohyby až té doby, dokud napětí v kapalině nedosáhne kritického smykového
napětí τ0. Po překročení této kritické hodnoty začne kapalina plně téci a systém vykazuje 
newtonské smykové napětí. Kritické smykové napětí τ0 se označuje jako mez toku. Statická
mez toku τs značí hodnotu napětí, při které dochází k rozrušování struktury a zvyšování
rychlostního gradientu, a dynamická mez toku τd určuje napětí, při kterém kapalina teče jako
newtonská kapalina. Mezi plastické kapaliny patří například koncentrované průmyslové,
odpadní kaly, kašovité suspenze křídy či vápna a ze spotřebního průmyslu mohou být 
příkladem olejové barvy či zubní pasta.
Obr. 13: Křivky nenewtonských kapalin
2.2.3.1. Tixotropie a reopexie
U nenewtonských kapalin dochází při mechanickém namáhání v určitém čase ke změně 
vlastností. Souhrnně se nazývají časově závislé nenewtonské kapaliny a jejich chování nelze
opsat reologickou rovnicí )(τγ f=& . Zdánlivá viskozita kapaliny není pouze funkcí smykové
rychlosti, ale závisí i na čase, při kterém je kapalina vystavena působení smykového 
namáhání. Časově závislé nenewtonské kapaliny se rozdělují do dvou skupin na tixotropní
kapaliny a reopektické kapaliny.
  Tixotropie a reopexie jsou tedy projevy časového působení mechanického namáhání 
na tekutinu. Pokud při konstantní smykové rychlosti dochází k pozvolnému snižování 
viskozity v čase a následným obnovením struktury po odeznění mechanického vzruchu,
označujeme chování kapaliny jako tixotropní. O tixotropii lze hovořit, pouze pokud změny 
probíhají za konstantní teploty a vzhledem k mechanickému působení se jedná o autonomní a 
vratné změny. Reopexie je opakem tixotropie. Při působení konstantní smykové rychlosti 
viskozita kapaliny roste (Obr. 14). Reopektické chování je na rozdíl od tixotropického vzácné.
Jako příklad reopexie může sloužit reologické chování suspenze bentonitu [25].
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Obr. 14: Křivky znázorňující tixtropní chování
2.2.4 Měřicí systémy
V této části jsou popsány základní systémy, které se používají při měření viskozity.
2.2.4.1. Průtokový systém
Měření pomocí průtokového systému je založeno na Hagen-Poiseuillově rovnici (6)
pro laminární výtok kapaliny z kolmé trubice kruhového průřezu vlastní hmotností [25]:
L
Rp
Q
⋅⋅
⋅∆⋅
=
η
pi
8
4
, (6)
kde Q je objemový tok, ∆p je rozdíl tlaků, R je poloměr trubice a L je její délka. Hagen-
Poiseuillově rovnice říká, že objemový tok Q je přímo úměrný rozdílu tlaků na začátku a 
na konci trubice a čtvrté mocnině jejího poloměru.  Tekutina proudí trubkou přilnutá ke stěně, 
a tak vzniká v trubce rychlostní profil. Při stěně trubky platí, že r = R a rychlost proudění je
v = 0 a ve středu trubky platí r = 0 a rychlost proudění je v = max. Rovnoběžně s osou trubky
působí na kapalinu dvě síly, tlaková síla Fd (7), která pohání kapalinu v trubce a třecí síla Fk
(8), která působí proti ní. 
Fd = r
2⋅pi⋅∆p, (7)
Fk = − η⋅2pir⋅dv/dr, (8)
kde r je poloměr kapiláry a v značí rychlost tekutiny. Pro ustálený tok musí být tlakové a třecí 
síly v rovnováze. Přihlédnutím k tomuto stavu s výpočtem rychlosti v, umožňuje stanovení 
objemu kapaliny dQ v pásu r + dr:
dQ = 2pir ⋅ dr ⋅ v(r) (9)
Celkový výpočet objemu průtoku kapaliny se pak provádí pomocí výše zmíněné
Hagen - Poiseuillovy rovnice (6).
γ&γ&
22
2.2.4.2. Systém koaxiálních válců
Systém koaxiálních dvouválců se skládá z jednoho dutého a jednoho plného válce. Tento 
systém válců se používá při měření nízkoviskózních kapalin, protože v průběhu měření 
nedochází k jeho vystříknutí z měřícího systému vlivem odstředivých sil, tak jak k tomu může 
dojít u systému kužel-deska nebo deska-deska. Smykové napětí při použití tohoto systému se
vypočítá pomocí vztahu (10).
( ) hrr
M z
⋅−
=
2
2
2
12pi
τ , (10)
kde Mz je kroutící moment, h je výška válce a r1 a r2 jsou poloměry válců respektive
geometrie. Poměr mezi poloměry jednotlivých válců je přesně definovaný podle DIN 53019/ 
ISO 3219:
1,1
2
1 ≤=
r
r
d (11)
Rozlišujeme dva základní typy koaxiálních válců. V prvním typu je vnější válec statický a 
vnitřní se pohybuje (Searle System). U druhého typu se pohybuje vnější válec a vnitřní je 
statický (Coutte System) (viz Obr. 15) [25].
Obr. 15: Systém koaxiálních dvouválců a) Searle System a b) Couttle System
Speciální variantou koaxiálních dvojválců je systém souosých dvojválců (double gap),
ve kterém jsou oba válce duté a zasouvají se do sebe, a tak je kapalina měřena ve dvou
mezerách. Používá se hlavně pro měření velmi málo viskózních vzorků. Nevýhodou systému
je jeho zdlouhavé čištění, protože se po každém měření musí geometrie rozebrat a vymýt.
Další nevýhodou je velká spotřeba vzorku na jedno měření [25, 26]. Poměr poloměrů 
geometrie se rovná:
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15,1
1
2
3
4 ≤==
R
R
R
R
d (12)
Musí být splněna podmínka, že výška válce H odpovídá:
33 RH ⋅≥ (13)
Obr. 16: Systém souosých dvouválců
2.2.4.3. Systém kužel – deska
Smykové napětí v tomto systému je dáno rovnicí (14).
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3
R
M cp
⋅
⋅
=
pi
τ (14)
Pro malé úhly zkosení kuželu nezávisí smyková rychlost na poloměru kužele R (15).
θ
γ
Ω
=
⋅
(15)
Obvyklý úhel zkosení kužele je od 0,5 do 4°. Výhodami systému kužel – deska je malá
spotřeba vzorku při měření a velice snadné a rychlé čištění. Nevýhodou je, že systém se nedá 
použít pouze pro nízkoviskózní kapaliny, protože je velice obtížné homogenně nadávkovat 
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vzorek, a díky působení dostředivé síly dochází vytékání vzorku zpod kužele. Další
nevýhodou je, že vzorek při delším měření vysychá [25], protože při delší době a zejména 
za vyšších teplot se rozpouštědlo vypařuje. Tomuto nežádoucímu jevu se dá zabránit pomocí
nanesení tenkého filmu silikonového oleje, který vzorek izoluje od prostředí a je odolný 
vůči velké škále teplot.
Obr. 17: Systém kužel – deska
2.2.4.4. Systém deska – deska
Systém deska – deska (Obr. 18) má definované konstantní poloměry desek R a měnící se 
mezeru mi deskami h. Mezery mezi deskami mívají rozmezí 0,3 – 3 mm. Smyková rychlost
se v systému stanovuje pomocí rovnice (16).
H
rΩ
=
•
γ , (16)
kde Ω je úhlová rychlost vyjádřena v rad/s. Pro nenewtonské kapaliny se dá vypočítat 
smykové napětí podle rovnice (17).
3
PP
R
M
pi
τ = (17)
Obr. 18: Systém deska – deska
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Systém deska – deska se nejvíce používá pro středně viskózní, ale i vysoce viskózní
materiály. Materiály jako jsou pasty, gely či taveniny lze na této geometrii měřit. Stejně jako 
u systému kužel - deska je hlavní výhodou malé množství dávkovaného vzorku a velice
snadné a rychlé čištění geometrie [25].
2.3 Viskozita
Viskozita (někdy označovaná jako vazkost) je jednou z hlavních fyzikálních vlastností
kapalin. Viskozita charakterizuje vnitřní tření kapaliny neboli její odpor k pohybu. Měření 
viskozity se prakticky používá pro stanovování molárních hmotností polymerů či 
při zjišťování jejich konformací.
2.3.1 Základní definice
Viskozita je definována jako vztah mezi smykovým napětím τ a smykovou rychlostí γ?
(18).
γ
τ
η
&
= [Pa·s] (18)
O takto definované viskozitě hovoříme jako o viskozitě dynamické. Další používanou formou
viskozity je viskozita kinematická v, která je definovaná jako vztah mezi dynamickou
viskozitou a hustotou roztoku (19).
ρ
η
=v [mm2·s-1] (19)
Pro zředěné disperzní systémy platí Einsteinova rovnice pro viskozitu:
φ
η
η
5,21
0
+= , (20)
kde η0 je viskozita čistého disperzního prostředí a φ je objemový zlomek disperzního podílu.
Rovnice platí pro zmíněné zředěné disperzní systémy, jejichž částice jsou tuhé 
nedeformovatelné koule bez elektrického náboje, velké při srovnání s molekulami disperzního
prostředí, ale malé se srovnání s prostředím, ve kterém dochází k proudění. Platnost 
Einsteinovy rovnice pro viskozitu byla experimentálně potvrzena do objemových zlomků 
0,01. Vztah mezi dynamickou viskozitou disperze η a viskozitou čistého rozpouštědla η0 se
označuje jako relativní viskozita ηr:
0η
η
η =r (21)
Specifická viskozita ηsp (nebo také inkrement relativní viskozity) je dána vztahem (22)
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0
0 −=
−
= rsp η
η
ηη
η , (22)
a představuje vzrůst viskozity vztažený na viskozitu čistého disperzního prostředí. 
Redukovaná viskozita (neboli viskózní číslo) je definovaná jako vztah specifické viskozity a
koncentrace roztoku (23).
cc
sp
red
η
η
ηη
η =
⋅
−
=
0
0 (23)
Limitní viskozitní číslo [η] (neboli vnitřní viskozita) je popsána vztahem (24).
[ ] redc ηη 0lim→= (24)
Je definována jako viskozita při nekonečném zředění, získaná extrapolací koncentrační 
závislosti. Má rozměr reciproké koncentrace [25]. 
2.3.2 Měření viskozity
V této sekci budou popsány jednotlivé typy viskozimetrů. Rotační viskozimetry byly 
popsány v sekci o měřicích systémech, tato část bude tedy zaměřena na ostatní typy 
viskozimetrů.
2.3.2.1. Viskozimetry Höpplerova typu
Höpplerův neboli pádový viskozimetr se skládá z trubice o poloměru R odkloněné o 5° až
10° od svislé polohy, která je naplněna roztokem vzorku, a kuličky o poloměru r, která klesá
roztokem. Po krátké době zrychlení kuličky se její rychlost ustálí. Tento stav značí rovnováhu 
mezi třecí a gravitační silou. Měří se čas t pádu kuličky v trubici ve vzdálenosti l mezi dvěma 
označenými body. Detailní popis viskozimetru je naznačen na Obr. 19. Výpočet viskozity je 
založen na Stokesově zákonu (25)
vrFo ⋅⋅⋅= ηpi6 (25)
a dá se vypočítat podle vzorce (26)
l
trg
⋅
⋅∆⋅⋅⋅
=
9
2 2 ρ
η , (26)
kde g je gravitační konstanta, r poloměr kuličky, ∆ρ rozdíl hustot kapalin, t čas pádu kuličky a 
l délka dráhy, kterou kulička urazila v době měření. Mezi tzv. pádové viskozimetry se řadí 
viskozimetr Stokesův či Höpplerův [28].
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Obr. 19: Popis Höpplerova viskozimetru: 1. horní deska, 2. ryska na spádové trubici, spádová trubice,
4. spodní deska, 5. přípojka na termostat, 6. spodní uzávěr, 7. noha, 8. stavěcí šroub, 9. šroub se
zářezem, 10. kotvení šroubu se závěrem, 11. vodováha, 12. horní uzávěr  
2.3.2.2. Kapilární viskozimetry
Kapilární neboli Ubbelohdeho viskozimetry patří mezi nejčastěji používané viskozimetry a 
řadí se k viskozimetrům výtokovým. Jsou založeny na průtoku kapaliny kapilárou, kterého je
dosaženo díky gravitaci. Měří se čas, za který proteče kapilárou určitý objem kapaliny. Průtok 
kapaliny kapilárou je popsán Hagen-Poiseuilleovým zákonem (6) a díky znalosti doby
průtoku jsme schopni vypočítat kinematickou viskozitu. Viskozita je tedy úměrná hustotě 
kapaliny a době průtoku. Obvykle se provádí měření relativní, při němž se na stejném 
viskozimetru porovnává viskozita měřené kapaliny η se známou viskozitou srovnávací
kapaliny ηref (27).
refrefref t
t
ρ
ρ
η
η
⋅= (27)
kde t, tref jsou doby průtoku určitého objemu měřené a srovnávací kapaliny, vymezené dvěma 
ryskami, ρ a ρref hustoty měřené a srovnávací kapaliny. Často se setkáváme s kalibrační 
konstantou přístroje k, který je výrobcem určen z předem změřené kapaliny o známé
viskozitě, hustotě a době průtoku. Vzorec pak přechází do tvaru rovnice (28). Kalibrační 
konstanta bývá udávána ve zkušebním listu viskozimetru.
tk ⋅=ν (28)
Kapilární viskozimetry jsou přesné (0,01 až 0,1 %), avšak nemohou být použity
pro nenewtonské kapaliny, neboť rychlostní gradient není konstantní a roste se vzdáleností od
osy kapiláry. Tento druh viskozimetru se tedy používá pro měření viskozit velmi viskózních 
látek [28].
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Obr. 20: Kapilární viskozimetr s naznačenou oblastí měření 
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2.4 Vodivost a pH
2.4.1 Základní definice vodivosti
Jednou z nejdůležitějších vlastností roztoků elektrolytů je schopnost vést elektrický proud.  
Vodivost roztoku měříme v nádobce pomocí dvou elektrod (vodivostní cela), jejichž odpor
závisí na vlastnostech roztoku, ploše a vzdálenosti elektrod podle rovnice (29).
S
l
R
⋅
=
ρ
, (29)
kde R je elektrický odpor v Ω, ρ je rezistivita (měrný odpor v Ω·m), l je vzdálenost elektrod a
S je plocha elektrod. Poměr l/S se obecně označuje jako C a nazývá se odporová konstanta 
vodivostní cely. Vodivost roztoku je tedy definována jako měření elektrického odporu 
roztoku. Pro definici vodivosti byla definována podle rovnice (30) konduktance G:
,
1
R
G = (30)
kde R je elektrický odpor. Jednotkou konduktance je Ω-1 neboli S (Siemens) a je dána
pohybem kladných a záporných iontů, které vznikají disociací elektrolytu. Převrácená 
hodnota měrného odporu je definována jako konduktivita γ neboli měrná vodivost (31)
ρ
γ
1
= . (31)
Z výše zmíněných rovnic se následně odvozuje vztah pro vodivost κ (32):
CG ⋅=κ , (32)
kde G je konduktance a C je odporová konstanta vodivostní cely. Jednotkou vodivosti κ je
S·m-1. Měrná vodivost závisí na koncentraci, tak zavádíme molární vodivost Λ (33)
c
κ
=Λ , (33)
kde c je koncentrace roztoku a κ je měrná vodivost.
Při vysokých koncentracích elektrolytu v roztoku dochází vlivem elektrostatických
přitažlivých sil ke vzniku iontových párů, které se celkově jeví jako elektroneutrální. Molární 
vodivost roztoků tedy se zvyšující se koncentrací klesá. Konduktivita neboli vodivost roztoku 
je závislá také na teplotě, protože s narůstající teplotou se zvyšuje vnitřní energie a rychlejším 
pohybem iontů dochází k disociaci. Konduktivita tedy s rostoucí teplotou roste. Teplotní
rozdíly jsou při měření vodivosti kompenzovány zavedením teplotního koeficientu α, díky
kterému konduktometr přepočítá naměřené hodnoty vodivosti na hodnoty vodivosti námi 
určené referenční teploty.
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2.4.2 Základní definice pH
Název pH je zkratka slov pontus hydrogenii, česky potenciál vodíku. Podle definice se 
pomocí pH měří koncentrace vodíkových kationtů H+ ve vodném roztoku při 25 °C. Přesněji 
pH je záporně vzatý dekadický logaritmus koncentrace vodíkových iontů v roztoku neboli 
rovnice (34).
)(log +−= HcpH (34)
Tento vztah platí pouze pro velice zředění roztoky. V praxi se používá místo koncentrace
aktivita oxoniových kationtů. Rovnice (34) pak přechází do tvaru rovnice (35)
)(log +−= HapH , (35)
kde a značí aktivitu oxoniových kationtů. pH nabývá hodnot od 0 do 14. Chemicky čistá voda 
má pH = 7. Látky, jejichž pH nabývá hodnot od 0 do 6, nazýváme kyseliny a látky, jejichž pH
je v intervalu od 8 do 14 nazýváme zásady či louhy. 
Měření pH je založeno na tom, že ve vodném roztoku je vždy kromě neutrálních molekul 
H2O přítomno i určité množství oxoniových kationtů H3O
+ a hydroxylových aniontů OH-.
Součin koncentrací obou iontů je ve vodných roztocích vždy konstantní, je označován jako 
iontových součin vody a nabývá hodnoty ≈ 10-14. V čisté vodě je látková koncentrace obou 
iontů stejná a nabývá hodnoty 10-7 a tedy pH = 7. Kyseliny a obecně kyselé roztoky se 
vyznačují zvýšenou koncentrací oxoniových kationtů H3O
+. Zásady se naopak vyznačují 
přebytkem aniontů OH-, která se projeví sníženou koncentrací kationtů H3O
+.
Pro přesné měření pH  se používá výlučně potenciometrie s využitím skleněné elektrody 
jako měrného členu. Podstatou potenciometrie je měření elektrického potenciálu mezi měrnou 
skleněnou elektrodou a referenční elektrodou. Jako referenční se používají elektrody 
II. druhu, jejichž potenciál zůstává konstantní při změně prostředí. Nejčastěji se používá 
kalomelová nebo argentochloridová srovnávací elektroda. Elektrický potenciál mezi měrnou a 
referenční elektrodou je měřen citlivým potenciometrem, který vykazuje vysoký vstupní 
odpor.
Hodnoty pH jsou závislé na teplotě roztoku, protože stejně jako u vodivosti s narůstající 
teplotou se zvyšuje vnitřní energie a rychlejším pohybem iontů dochází k disociaci látky.
O změně rovnováhy v roztoku vypovídá Nernstova rovnice (36)
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kde E je elektrický potenciál elektrody, E0 je standardní elektrodový potenciál, R je molární
plynová konstanta, T je termodynamická teplota, z je počet vyměněných iontů, F je
Faradayova konstanta a ared a aox jsou aktivity redukované či oxidované složky.
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST
3.1 Materiály
Hyaluronan, sodná sůl kyseliny hyaluronové, byl vyroben firmou Contipro Group s.r.o., 
Dolní Dobrouč, Česká republika. Byla použita molekulová hmotnost 1,75 – 2,00 MDa.
Molekulová hmotnost HA je garantována firmou Contipro Group s.r.o. Pro přípravu roztoků 
byla použita injekční voda, která byla vyrobena firmou Fresenius Kabi Italia, S.r.l., Verona, 
Itálie. Lysin, arginin a 6 – aminokapronová kyselina, lysin dihydrochlorid a arginin
hydrochlorid použité při výzkumu byli  čistoty p.a. a vyrobila je firma Sigma-Aldrich,
Steinheim, Německo. Na přípravu roztoků NaCl byl použit chlorid sodný čistoty p.a. 
vyrobený firmou Lach – Ner s.r.o., Neratovice
3.2 Metody
3.2.1 Příprava roztoků pro výzkum vlivu iontové síly
Roztoky HA byly namíchány o koncentracích 0,01% hm. 0,1% hm. a 0,2% hm. v prostředí 
injekční vody. Roztoky byly připraveny postupným přidávání přesně naváženého množství 
HA do injekční vody. Přidávání HA bylo prováděno za mírného míchání na magnetické 
míchačce za laboratorní teploty. Roztoky byly ponechány přes noc nebo déle na magnetické 
míchačce k dosažení homogenity. Zásobní roztoky lysinu byly připravovány o koncentracích
100 mmol dm-3 a 550 mmol dm-3 a byly uskladněny, po dosažení homogenity na magnetické
míchačce, v ledničce. Zásobní roztok chloridu sodného byl připraven o koncentraci 1 M. 
Ze zásobního roztoku chloridu sodného byly posléze připraveny roztoky v požadované
koncentrační řadě.
Roztoky pro viskozimetrické měření byly připravovány následujícím způsobem. K 5 ml
roztoku HA bylo přidáno určité množství zásobního roztoku lysinu. Ze zásobního roztoku 
lysinu o koncentraci 100 mmol dm-3 byly připraveny roztoky, tak aby celková koncentrace 
lysinu v celé směsi byla 0,9; 4 a 10 mmol dm-3 a zároveň tak aby maximální objem přídavku 
činil maximálně 1 ml. Pro koncentrace 20 a 50 mmol dm-3 byl použit zásobní roztok
o koncentraci 550 mmol dm-3. Vždy byl dávkován pouze roztok o jedné koncentraci lysinu
do sedmi skleniček s roztokem HA. Zároveň byl připraven slepý vzorek, který obsahoval
místo lysinu pouze injekční vodou. Směsi byly ponechány na magnetické míchačce přes noc.
Druhého dne bylo do směsí HA - lysin přidáno 5 ml roztoku chloridu sodného s rozdílnými
koncentracemi. Dávkované roztoky NaCl měly koncentraci 0,01 M; 0,02 M; 0,04 M; 0,1 M;
0,2 M; 0,3 M a 0,4 M. Takto připravené směsi byly ponechány na magnetické míchačce přes 
noc nebo déle do dosažení homogenity a následně měřeny pomocí reologie, konduktometrie a 
pH. Schéma přípravy roztoků je popsáno na Obr. 22.
3.2.2 Protonizace aminokyselin
Přídavek HCl do roztoku aminokyselin se dávkoval tak, aby došlo k protonizaci
aminokyseliny ale nedocházelo ke zbytečné degradaci HA po smíchání obou roztoků. Přesné 
objemy pro protonizaci jednotlivých aminokyselin byly vypočítány pomocí dat získaných
automatickou acidobazickou titrací na titrátoru značky Schod typu TA20 plus. Roztoky
aminokyselin byly titrovány pomocí zásobního roztoku kyseliny chlorovodíkové, přičemž 
titrace byla ukončena v okamžiku, kdy pH titrovaného vzorku vykazovalo pouze lineární
pokles. Roztok lysinu o koncentraci 120 mmol dm3 byl titrován roztokem HCl o koncentraci
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1 mol dm3, roztok AKK o koncentraci 240 mmol dm3 byl titrován roztokem HCl
o koncentraci 100 mmol dm-3 a roztok argininu o koncentraci 100 mmol dm3 byl titrován
roztokem HCl o koncentraci 1 mol dm3. Při titraci byl sledován přesný přídavek zásobního 
roztoku kyseliny a okamžité pH titrovaného roztoku. Tyto hodnoty pak byly vyneseny
do grafu a spodní lineární část poklesu byla proložena asymptotickou přímkou. Následně byla 
určena oblast úplné protonizace aminokyseliny jako část grafu, kdy se hodnoty pH titrační 
křivky nelišily pro lysin a arginin o 5% a pro AKK o 1% od hodnot asymptoty. Jako
dostatečný objem HCl o známé koncentraci nutný k úplné protonizaci aminokyseliny byl pak
určen nejnižší objem přídavku HCl, při němž se hodnoty pH naměřeného a pH vypočteného 
podle asymptoty nelišily o 5% v případě lysinu a argininu a o 1% v případě AKK (37).
Pro AKK byla zvolena menší odchylka, protože se své struktuře obsahuje pouze jednu
aminoskupinu [36].
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Po analýze naměřených dat bylo určeno, že nejmenší přídavek HCl pro protonizaci roztoku 
lysinu o objemu 50 ml a koncentraci 120 mmol dm3 je 8 ml roztoku HCl o koncentraci
1 mol dm3. Pro roztok AKK o objemu 50 ml a koncentraci 240 mmol dm3 byl přídavek 
stanoven na 6 ml roztoku HCl o koncentraci 100 mmol dm3. Pro 50 ml roztoku argininu
o koncentraci 100 mmol dm3 bylo potřeba pro úplnou protonizaci přidat 7,6 ml roztoku HCl
o koncentraci 1 mol dm3. Následně byly dopočítány přídavky pro námi používané 
koncentrace aminokyselin [36].
0 2 4 6 8 10
0
2
4
6
8
10
objem HCl (ml)
p
H
Obr. 21 : Titrační křivka titrace roztoku argininu o koncentraci 100 mmol dm3 pomocí roztoku HCl
o koncentraci 1 mol dm-3s vyznačenou lineární oblastí křivky
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3.2.3 Příprava roztoků pro výzkum vlivu lyofilizace
Byly připraveny roztoky HA o koncentraci 0,2% hm. Příprava roztoků HA pro výzkum 
lyofilizace probíhalo stejně jako příprava roztoků pro výzkum vlivu iontové síly. Zásobní
roztoky aminokyselin a hydrochloridů byly připraveny o koncentracích 220 mmol dm-3 a byly
uskladněny po dosažení homogenity v ledničce.
Roztoky aminokyselin byly následně protonizovány kyselinou chlorovodíkovou. Přídavek 
kyseliny pro protonizaci byl přesně spočítán dle titrační křivky. Protonizované roztoky
aminokyselin byly ponechány na magnetické míchačce přes noc k dosažení homogenity.
HA (5 ml)
lysin + voda (1 ml)
interakce HA - lysin
míchání 24 hodin
směs HA - lysin
roztok NaCl (5 ml)
vliv Na
+
na interakce
míchání 24 hodin směs HA - lysin - NaCl
pro viskozimetrii
Obr. 22: Schéma přípravy vzorků pro viskozimetrii pro výzkum vlivu iontové síly
Takto připravené roztoky byly vymraženy po dobu 20 minut v etanolové lázni a následně 
ponechány v mrazničce přes noc při teplotě -20°C. Zmražené roztoky byly vysušeny pomocí
lyofilizátoru značky Labconco za teploty -47°C a tlaku 140 · 10-3 mBar. Lyofilizace probíhala
po dobu jednoho dnu. Získané vysušené aminokyseliny byly zváženy a rozpuštěny v injekční 
vodě. Roztoky byly podrobeny zkoušce přítomností chloridů použitím dusičnanu stříbrného.
Směsi HA – lyofilizované aminokyselina pro viskozimetrické měření byly připravovány 
následujícím způsobem. K 5 ml roztoku HA bylo přidáno 5 ml injekční vody a určité 
množství zásobního roztoku aminokyseliny. Byly připraveny dvě řady, jedna s přídavkem 
lyofilizované AK a druhá s přídavkem pouze protonizované AK. Ze zásobních roztoků 
aminokyselin byly připraveny směsi s hyaluronanem tak, že výsledná koncentrace AK
v roztoku byla 1; 2; 5; 10 a 20 mmol dm-3. Roztoky byly doplněny do objemu 11 ml injekční 
vodou a ponechány na magnetické míchačce přes noc.
Roztoky hydrochloridů byly připravovány stejným způsobem jako roztoky aminokyselin. 
Pouze nebyly lyofilizovány. Směsi HA – hydrochlorid byly připravovány stejným způsobem 
jako směsi HA – lyofilizovaná aminokyselina.
3.2.4 Měření roztoků
Před samotným viskozimetrickým měřením předcházelo měření pH a vodivosti všech 
vzorků. Měření pH bylo prováděno pomocí pH metru značky Mettler Toledo a vodivost byla 
měřena konduktometrem taktéž značky Mettler Toledo. Obě veličiny byly odečítány 
v intervalu 10 s do ustálení hodnot. Naměřené hodnoty byly zapisovány do laboratorního 
deníku. Měření bylo ukončeno, pokud se opakovalo pět po sobě jdoucích hodnot.  
Viskozimetrické měření bylo prováděno na reometru AR - G2 od firmy TA Instruments.
Před samotným měřením bylo vždy nastaveno pětiminutové ustálení vzorku a temperace
na 25°C. Pro měření vysokoviskózních vzorků byl použit reometrický systém kužel-deska
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s kuželem C60mm/1° (průměr kužele/úhel zkosení). Pro nízkoviskózní vzorky byla použita
soustava souosých dvouválců (double gap).
Během měření viskozity byly použity dva testy. Ze začátku byl použit test kontinuální 
rampy (Continuous ramp), pomocí níž byl zjištěn přibližný rozsah vhodného tečného napětí 
pro další měření. Po zjištění vhodného tečného napětí byly roztoky měřeny metodou 
ustáleného stavu (Steady state), což je stejně jako test kontinuální rampy metoda pro měření 
tokových vlastností. Princip měření ustáleného stavu spočívá v tom, že každý bod viskózní
křivky je měřen pro jedno určité tečné napětí. Tolerance odchylky je nastavena na 5%
průměrné naměřené smykové rychlosti po dobu 10 s. Bod je zapsán, jen pokud ve třech 
po sobě jdoucích desetisekundových intervalech nepřekročí zmíněnou toleranci odchylky.
Výsledná viskozita pak byla vypočtena softwarem přes Newtonův zákon (18). Maximální
doba měření jednoho bodu byla omezena maximálním časem, který byl nastaven na 3 min 
10 s. Do dalšího vyhodnocování byly brány pouze ty body, které dosáhly rovnováhy
před dosažením maximálního času. Celé měření probíhalo při teplotě 25°C. Každý vzorek byl
proměřován minimálně dvakrát.
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Obr. 23: Viskozitní křivka 0,1% 1,75 MDa HA ve vodě proložená reologickým modelem Cross
3.2.5 Vyhodnocení dat
Výsledky měření byly zpracovány v programu TA Data Analysis. Viskozitní křivka 
zobrazená programem byla proložena vhodným reologických modelem. Odchylka neboli
standard error určuje vhodnost modelu ke k vyhodnocované křivce. Vhodnost modelu se
posuzuje dle chyby, která doporučeně má být rovna nebo menší než 20, pak je možné
považovat daný model za vhodný. Odchylka je definována vzorcem (38)
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kde xm značí naměřené hodnoty, xc jsou vypočítané hodnoty podle modelu, n značí počet dat 
v křivce a rozsah označuje rozdíl mezi maximální a minimální hodnotou měřených dat.
Směsi HA s aminokyselinami se chovaly podle grafů jako nenewtonské kapaliny (Obr. 23).
Pro tyto vzorky byl jako vhodný model vybrán Crossův reologický model (39), kde η0 je
limitní viskozita, η∞ je asymptotická viskozita, γ& je smyková rychlost, Cγ& je kritická
smyková rychlost. Pro vyhodnocení interakcí HA a aminokyselin byla odečítána limitní
viskozita η0. Limitní viskozita určuje viskozitu směsi při nekonečně malé smykové rychlosti, 
a proto se dají díky ní rozeznat změny v systému, jako jsou např. interakce.
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Směsi, které se chovali jako nextonské kapaliny byly vyhodnocovány Newtonovým modelem
(Obr. 24). Pro všechny roztoky byla vypočtena relativní viskozita, kterou určuje rovnice (40),
HA
lysHA
rel
η
η
η
+= (40)
kde ηrel určuje relativní viskozitu, ηHA+lys je viskozita HA s přídavkem aminokyseliny a ηHA je
viskozita HA bez přídavku lysinu s přídavkem roztoku NaCl. Z vypočtených hodnot 
relativních viskozit byly pomocí programu Origin vytvořeny grafy. 
Obdobně se postupovalo při výpočtech relativní vodivosti, kdy se vycházelo z rovnice (41)
při výzkumu iontové síly.
HAlysHArel GGG +=1 , (41)
kde G HA+lys je vodivost HA s přídavkem lysinu a roztoku NaCl a GHA je viskozita HA
bez přídavku lysinu s přídavkem roztoku NaCl. Obdobný vzorec byl použit při výpočtu 
relativní vodivosti v systému s lyofilizovanou aminokyselinou (42).
AKOHAKHArel GGG ++= 22 , (42)
kde G HA+AK je vodivost směsi hyaluronanu a příslušné aminokyseliny či hydrochloridu a 
G H2O+AK je vodivost aminokyseliny či hydrochloridu bez hyaluronanu. Roztok HA byl
ve vzorku nahrazen injekční vodou. Z dat z měření pH byl vypočítán rozdíl mezi jednotlivých 
pH označen jako ∆pH (43):
AKOHAKHA pHpHpH ++ −=∆ 2 , (43)
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kde pH HA+AK označuje pH systému hyaluronan s aminokyselinou nebo hydrochloridem a
pH H2O+AK je pH roztoku vody s přídavkem aminokyseliny nebo hydrochloridu. Případně bylo 
počítáno relativní pH podle vzorce (44).
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Obr. 24: Viskozitní křivka 0,1% hm. 0,07 MDa HA s lysinem v 0,3M rozotku NaCl proložená
Newtonovým modelem
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE
V následujících grafech a tabulkách jsou uvedeny výsledky reologických a
konduktometrických měření a měření pH systémů HA s aminokyselinami v různých 
prostředích a při různých úpravách aminokyselin. Nejdříve byl systém HA – aminokyselina
podroben měření v prostředích o různých iontových silách. Následně byly aminokyseliny 
protonizovány a lyofilizovány.
4.1 Vliv iontové síly na systém HA – aminokyselina
Funkčnost nosiče bioaktivní látky na bázi systému HA – aminokyselina je podmíněna 
odolností systému vůči určitému množství iontové síly. Transport nosiče by byl realizován 
v krevním řečišti, které obsahuje vedle organických látek taktéž anorganické soli. Systém 
musí být odolný minimálně vůči iontové síle fyziologického roztoku o koncentraci 0,15 M
NaCl [33].
4.1.1 Diskuze reologických výsledků
Z Obr. 25 je zřetelné, že iontová síla působí na konformaci a následně tak i na viskozitu 
HA. Dochází zde k interakci mezi karboxylovou skupinou a HA a sodnými kationty.
Navázané kationty odstíní odpudivé interakce mezi jednotlivými karboxylovými skupinami a
dojde ke kontrakci hydrodynamické domény HA. Samotná kontrakce je spojena s poklesem
viskozity celého systému. Viskozita klesá v tomto případě do koncentrace soli 0,2 M. Při této 
koncentraci je drtivá většina karboxylových skupin HA obsazena sodnými kationty a nemůže 
docházet k další kontrakci hydrodynamické domény, následně nedochází i k dalšímu poklesu
viskozity.
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Obr. 25: Vodný roztok 0,2% hm. 1,75 MDa HA s přídavkem chloridu sodného o dané koncentraci
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Obr. 26: Systém 0,2% hm. HA + 4mM lysin s roztoky chloridu sodného o různých koncentracích
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Obr. 27: Závislost relativní viskozity systému 0,2% hm. HA – lysin v roztocích NaCl o různé iontové 
síle
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V systému tedy dochází k stejným elektrostatickým interakcím jako při interakci HA 
s aminokyselinami. Jak je z Obr. 26 zřejmé iontová síla má velký vliv na stabilitu systému
HA – lysin. V systému s postupně zvyšující se iontovou silou dochází k přerušení 
elektrostatické interakce mezi HA a lysinem a na karboxylovou skupinu HA se naváží sodné
kationty, které pocházejí z elektrolytu.
Interakce mezi HA a lysinem se tedy v systému projevují pouze do iontové síly o celkové
koncentraci elektrolytu v roztoku 0,04 M. Při vyšší koncentraci soli v roztoku jsou interakce
s lysinem zcela nezřetelné. Po překročení koncentrace 0,04 M NaCl nedochází k jakémukoliv
výraznému poklesu relativní viskozity v závislosti na přídavku lysinu do roztoku [14]. Křivky 
pro koncentrace 0,1–0,4 M NaCl se pohybují kolem hodnoty relativní viskozity 1,
protože odstíněním interakcí lysinu a následným navázáním sodných kationtů vzniká směs 
o podobném složení, jako je směs bez přídavku lysinu. V těchto systémech převládají
interakce HA – Na+, a tedy i viskozita směsí je stejná.
Pro roztoky s nižší koncentrací NaCl než 0,04 M nedochází k úplnému odstínění interakcí 
s lysinem. Jak je vidět z Obr. 27 v systémech o koncentraci NaCl 0,01–0,04 M dochází jak
k interakcím mezi lysinem a HA, tak k interakcím mezi Na+ a HA. Se zvyšující se koncentrací
soli dochází k většímu počtu interakcím mezi Na+ a HA a k poklesu limitní viskozity systému.
Relativní viskozita směsi 0,2% hm. HA – lysin bez obsahu soli při největším přídavku lysinu 
klesla až na 0,29. Při použití stejné směsi, ale v prostředí 0,04 M NaCl klesla relativní
viskozita pouze na hodnotu 0,67. Pro porovnání relativní viskozita směsí o koncentraci soli
0,1 – 0,4 M se pohybovala v rozmezí hodnot 0,75 – 0,81.
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Obr. 28: Závislost relativní viskozity 0,2% hm. HA s přídavkem lysinu na koncentraci chloridu
sodného
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Na Obr. 28 je znázorněna relativní viskozita směsí v závislosti na koncentraci elektrolytu.
Z grafu je zřetelná míra interakcí v systému HA - lysin. Logicky nejvýraznější interakce se 
projeví v systému s největší koncentrací lysinu (tedy o koncentraci 50 mM). Při nízkých
koncentracích elektrolytu bude relativní viskozita roztoku v porovnání s ostatními roztoky
nejnižší. Nejvyšší viskozita byla naměřena s nejnižší koncentrací lysinu (tzn. 0,9 mM). I zde
je z grafu zřetelně vidět vliv iontové síly na interakce. Relativní viskozita stoupá, dokud 
nedosáhne hodnoty koncentrace elektrolytu 0,04 M. Po překročení hranice 0,04 M je
viskozita stabilní.
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Obr. 29: Závislost relativní viskozity systému 0,1% hm. HA – lysin v prostředí NaCl s různou iontovou 
silou
Pokud bude na interakce pohlíženo ze strany koncentrace soli (Obr. 29), tak docházíme
ke stejným výsledkům. Interakce jsou zřetelné do koncentrace soli 0,04 M. Po překročení 
koncentrace dochází k linearizaci křivky, a tedy k odstínění interakcí a vypuzení lysinu. 
Nejvyšší viskozita tedy byla naměřena u vzorků HA v injekční vodě, protože v tomto systému
nedochází k žádným interakcím mezi HA a lysinem. S postupným přidáváním aminokyseliny 
do systému se limitní viskozita η0 snižuje s mírou interakcí mezi aminoskupinami
na aminokyselinách a karboxylovou skupinou na HA.
Porovnáním jednotlivých relativních viskozit systémů HA – lysin o různé koncentraci HA
(Obr. 30) je vidět, že při nižších koncentracích NaCl v roztoku jsou interakce více zřetelné 
v koncentrovanějších roztocích HA. Hodnoty relativní viskozity roztoku 0,1% hm. HA
v roztoku soli o koncentraci 0,01M jsou výrazně nižší než u roztoku HA o koncentraci 0,01% 
v témže roztoku soli. V roztoku 0,01% hm. je logicky přítomno mnohem menší množství
řetězců HA s karboxylovými skupinami, které by se mohly účastnit interakcí, a tak i snižovat
viskozitu roztoku.
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Obr. 30: Porovnání relativních viskozit systémů HA – 1 mM lysin s různou koncentrací HA v závislosti
na koncentraci lysinu a iontové síle
Po přídavku aminokyseliny tak dochází u roztoku s 0,1% hm. HA k větší kontrakci 
hydrodynamické domény, než u roztoku s obsahem 0,01% hm. V koncentrovanějším systému 
je větší množství skupin, které jsou schopny s kladně nabitými částicemi interagovat. Dochází 
následně k odstínění záporných odpudivých interakcí v hydrodynamickém klubku a poklesu
jeho objemu. Výsledkem je následný pokles limitní viskozity systému. Reakce jsou pak
zřetelnější v koncentrovanějším systému 0,1% hm. HA než v 0,01% hm. HA.
V systém o koncentraci 0,01% hm. HA je přítomno menší množství řetězců, tak i méně 
hydrodynamických klubek, které by zvyšovaly viskozitu. Počáteční viskozita systém je již 
před přídavkem reagujících látek poměrně malá v porovnání s roztokem 0,1% hm. HA,
takže přídavek aminokyseliny viskozitu sníží pouze nepatrně. Dojde ke kontrakcím domén
jednotlivých klubek, ale díky jejich malému počtu, zde interakce nemají takový vliv 
na limitní viskozitu systému.
Při studování relativní viskozity systémů HA – lysin v roztoku 0,2M NaCl (Obr. 30) je
zřetelné, že k výraznějšímu rozdílu v limitní viskozitě mezi více koncentrovaným (0,1% hm.
HA) a méně koncentrovaným (0,01% hm. HA) roztokem nedochází. Ionty z elektrolytu 
obsadí veškeré karboxylové skupiny na HA a dojde k maximální kontrakci hydrodynamické
domény u obou studovaných roztoků a hodnoty limitních viskozit jednotlivých systémů 
s aminokyselinou i bez aminokyseliny jsou pak skoro totožné.
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Obr. 31: Závislost relativních vodivostí systémů 0,1% hm. HA – lysin na koncentraci elektrolytu a
koncentraci lysinu
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Obr. 32: Závislost relativních vodivostí systémů HA – lysinu v 0,01M NaCl na koncentraci HA
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4.1.2 Diskuze konduktometrických výsledků 
Pokud v systému HA - AK neprobíhají žádné interakce, relativní vodivost systému
aminokyseliny prudce roste s přídavkem aminokyseliny, protože je do systému přidán lysin 
s aminoskupinami, které jsou z části protonizovány. Dochází-li k interakci mezi kladným
nábojem aminoskupiny na aminokyselině a záporným nábojem karboxylové skupiny na HA,
pak se tyto skupiny jeví jako celek elektroneutrální a vodivost celého systému tak částečně
klesá. Na zmíněné křivce je zřetelně vidět pokles strmosti, což znamená přítomnost interakcí
mezi HA a lysinem.
Z konduktometrického měření (Obr. 31) je zřetelně vidět u křivky značící průběh relativní 
vodivosti směsi HA bez přídavku NaCl a směsi HA v prostředí 0,01M NaCl změna sklonu 
křivky mezi koncentracemi lysinu 10–20 mM. Při vyšší koncentraci elektrolytu v systému
(od koncentrace 0,02M NaCl) nejsou pomocí konduktometrie neboli G1rel interakce v systému
zaznamenatelné. Hodnoty relativních vodivostí se pohybují kolem hodnoty jedna a křivka 
relativních vodivostí je lineární a více či méně konstantní. V systému již velké množství
kladných iontů, které nejsou všechny spárovány se záporně nabitými karboxylovými
skupinami na HA, volné molekuly lysinu, které byly vytěsněny z elektrostatické vazby s HA a
chloridové anionty z elektrolytu. Vodivost je následně velice vysoká (pro roztoky 
s koncentrací 0,1M NaCl činní vodivost 4,3 mS v porovnání s koncentrací NaCl v roztoku
0,01M s 580 µS) a interakce, které se projevují mírným poklesem vodivosti, zcela zaniknou.
Porovnáním relativních vodivostí roztoků o různých koncentracích HA ve stejném prostředí 
(Obr. 32) docházíme k závěrům, že nejvíce jsou interakce zřetelné u roztoků s podílem HA
0,1% hm. a 0,01% hm. K výraznému snížení strmosti křivky dochází v již zmíněné oblasti 
koncentrací lysinu 10-20 mM. Po překročení koncentrace lysinu 20 mM v roztoku 0,01% hm.
HA dochází k prudkému zvýšení hodnoty vodivosti. Je to způsobeno díky obsazení všech 
karboxylových skupin sodnými kationty a následnou přítomností volného lysinu v roztoku.
Podobný trend je vidět i u ostatních roztoků (koncentrace 0,1% hm. a 0,2% hm. HA), ale není
tak výrazný, protože část sodných kationtů je připoutána ke zbývajícím volným 
karboxylovým skupinám.
4.2 Protonizace aminokyselin pomocí HCl
Pro nutné posílení interakci v systému je potřeba zpevnit vazbu mezi karboxylovou 
skupinou HA a aminoskupinami na aminokyselině. Jednou z možností posílení vazby je
protonizace aminokyselin. Ve vodném roztoku aminokyselin nejsou všechny aminoskupiny
v protonizované formě NH3
+, část aminoskupin je v neutrální formě NH2. Dostatečným 
snížením pH roztoku dochází k protonizaci všech aminoskupin, a tak i možností většího 
množství elektrostatických interakcí v celém systému. V následujícím experimentu jsou
aminokyseliny podrobeny protonizaci za účelem posílení interakcí. Množství kyseliny bylo 
zvoleno tak, aby nedocházelo k degradaci polysacharidu, ale bylo dosaženo protonizace
aminokyselin [32].
V této části jsou porovnávány výsledky z reometrie a konduktometrie naměřené 
pro systémy po přídavku neprotonizované aminokyseliny (systém HA + aminokyselina
ve vodném prostředí) a protonizované aminokyseliny (systém HA + protonizovaná 
aminokyselina ve vodném prostředí). Ve všech vzorcích byla pomocí AgNO3 dokázána
přítomnost chloridů. Po přidání kapky dusičnanu stříbrného k malému množství připravené 
směsi HA vzniká bílá sraženina AgCl, který je ve vodě nerozpustný.
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Obr. 33: 0,1% hm. 1,75 MDa HA s přídavkem 1mM aminokyseliny (porovnání vlivu protonizované a
neprotonizované aminokyseliny)
4.2.1 Diskuze reologických výsledků
Pomocí HCl byly úspěšně protonizovány aminokyseliny, jejichž pomocí byly následně 
posíleny interakce v systému HA – aminokyselina (Obr. 33). U směsí s přídavkem lysinu 
(Obr. 34) je zřetelný ještě větší pokles relativní viskozity, než u systému s neprotonizovaným
lysinem. Limitní viskozita pro směs s přídavkem 1 mM neprotonizovaného lysinu měla 
hodnotu 0,0733 Pa·s přídavkem protonizovaného lysinu limitní viskozita klesla až na hodnotu 
0,0351 Pa·s. Může být konstatováno, že limitní viskozita klesla z původní hodnoty 
na polovinu. Musí být ale brán zřetel na i přítomnost aniontů Cl-, které byly přidány 
do roztoku z průběhu protonizace HCl. Tyto anionty jsou schopny elektrostatických interakcí
s aminoskupinami na aminokyselinách, a mohou tak zkreslovat hodnoty limitní viskozity
systému s protonizovanou AK. Pokud by byly chloridy ze systému odstraněny, dá se 
předpokládat, že limitní viskozita směsí s protonizovanou AK by byla ještě nižší, pokud by
nedošlo k odstínění interakcí na karboxylové skupině HA. 
U směsí s přídavkem argininu (Obr. 35) lze pozorovat stejný trend, jako u směsí 
s lysinem. Došlo k výraznějšímu poklesu relativní viskozity u systému s protonizovaným
ARG v porovnáním se systémem s neprotonizovaným ARG. U směsí s přídavkem kyseliny 
aminokapronové již stejný trend poklesu viskozity jako u směsí s lysinem a argininem
nepozorujeme. Hodnota limitní viskozity směsí s přídavky AKK (Obr. 36) zůstala téměř 
stejná. Pro příklad pro systémy s přídavkem 1 mM protonizované AKK byla hodnota limitní
viskozity 0,1337 Pa·s a pro systémy se stejným přídavkem neprotonizované AKK
0,1333 Pa·s. Tento jev se dá vysvětlit přítomností pouze jedné aminoskupiny ve struktuře 
AKK. Lysin má ve struktuře zabudovány dvě aminoskupiny, které jsou schopny interakcí. Má
tedy potencionální dvě reakční místa na rozdíl od aminokapronové kyseliny, která má pouze 
jedno.
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Obr. 34: Porovnání relativních viskozit směsí 0,1% hm. 1,75MDa HA s neprotonizovaným a
protonizovaným lysinem
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Obr. 35: Porovnání relativních viskozit směsí 0,1% m. 1,75MDa HA s neprotonizovaným a
protonizovaným argininem
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Obr. 36: Porovnání relativních viskozit směsí 0,1% hm. 1,75MDa HA s neprotonizovanou a
protonizovanou AKK
4.2.2 Diskuze konduktometrických výsledků
Z konduktometrických výsledků (Obr. 37), kde vodivosti byly vodivosti vyhodnocovány
podle vzroce (41) pro G2rel, jsou opět zřetelné změny ve strmosti křivky, které jsou způsobené 
interakcemi mezi aminokyselinami a HA. U křivky zobrazující hodnoty relativní vodivosti
směsi HA s protonizovaným lysinem klesá relativní vodivost v rozmezí koncentrace lysinu
2 mM – 5 mM. Po překroční koncentrace 5 mM dochází k pomalému zvyšování relativní
vodivosti. U největší koncentrace lysinu v roztoku (20 mM) se vodivost směsí vyšplhala až
na hodnotu 3300 µS cm-1.
K velice výraznému poklesu relativní vodivosti došlo u směsí HA s přídavky 
protonizovaného argininu (Obr. 37). Při nejmenší koncentraci argininu (1 mM) klesla
relativní vodivost na hodnotu 0,11.
Při porovnávání vodivostí směsí obecně s protonizovanou aminokyselinou a s kyselinou
bez protonizace docházíme k závěrům, že vodivost díky přídavku HCl do systému silně 
vzroste. Velká hodnoty vodivostí jsou způsobeny přítomností chloridů v roztoku. Anionty Cl-
pocházejí z protonizace aminokyselin pomocí HCl. Vlivem těchto iontů jsou výsledky 
relativních vodivostí zkreslené. Pozorování vlivu interakcí a tedy poklesu vodivostí v systému
je ve většině případů velmi nezřetelný.  Pokud by měly naměřené hodnoty vodivostí přesně 
vypovídat o přítomnosti iontů, musely by být vzorky zbaveny přebytečných chloridových
aniontů. Můžeme tedy konstatovat, že v takto připravených systémech není možné pomocí 
metody konduktometrie zcela věrohodně interakce prokázat, jako tomu bylo při diskuzi 
reologických výsledků.  
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Obr. 37: Závislost relativních vodivostí směsí 0,1% hm. 1,75MDa HA s protonizovaným lysinem a
protonizovaným argininem
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Obr. 38: Závislost relativních vodivostí směsí 0,1% hm. 1,75MDa HA s protonizovaným a
neprotonizovaným argininem
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Při porovnávání relativních vodivostí směsí s protonizovanou a neprotonizovanou
aminokyselinou (Obr. 38) v tomto případě argininu, lze zřetelně interakce rozpoznat pouze 
v systému bez protonizované aminokyseliny. Samotná relativní vodivost směsí s přídavkem 
protonizovaného argininu dosahuje mnohem nižších hodnot než systém bez protonizace.
Křivka systému s protonizovaným argininem má ale lineární průměr a s rostoucím přídavkem 
argininu mírně roste. Žádné mírné poklesy v trendu křivky či snižování relativní vodivosti 
v systému nejsou pozorovány.
4.3 Lyofilizace aminokyselin a hydrochloridy
Lyofilizací aminokyselin, tedy zmražením vodného roztoku aminokyseliny a jeho
následným vysušením v pevném stavu ve vakuu pomocí lyofilizátoru, by mohlo dojít
k odstranění chloridů ze směsi HA – AK, a byl by tak vyřešen problém se zkreslováním 
konduktometrických výsledků.
Hydrochloridy aminokyselin (v tomto případě lysin dihydrochlorid a arginin hydrochlorid)
jsou látky, které obsahují ve své struktuře vedle aminokyseliny i molekulu či molekuly HCl. 
Molekuly HCl jsou vázány ve struktuře aminokyseliny a nemuselo by tak docházet
k uvolňování chloridů do roztoků a následnému rušení konduktometrických měření. Zároveň 
díky přítomnosti HCl jsou aminoskupiny na aminokyselinách protonizovány, takže by
v případě použití hydrochloridů odpadl zdlouhavý proces přípravy. Problémem může být fakt, 
že hydrochloridy, a to hlavně lysin dihydrochlorid obsahují ve své struktuře na jednu 
aminoskupinu jednu molekulu HCl. Velká koncentrace HCl by mohla vést k velice nízkému
pH, které by znemožňovalo použití takto připraveného systému v lidském krevním řečišti.
V následující části jsou porovnávány výsledky z reometrických a konduktometrických
měření pro systémy po přídavku protonizované aminokyseliny (systém HA + protonizovaná 
aminokyselina ve vodném prostředí) a lyofilizované protonizované aminokyseliny (systém
HA + lyofilizovaná aminokyselina ve vodném prostředí) a směsi s přídavkem hydrochloridu.
Ve vzorcích s lyofilizovanou AK byla zjišťována přítomnost chloridů pomocí AgNO3.
4.3.1 Diskuze reologických výsledků
Před každým reologickým měřením byla ve směsích dokazována přítomnost chloridů. 
Ve všech směsích vznikla bílá sraženina AgCl, a takže byla zkouška pozitivní. K úplnému
odstranění chloridů tedy ze směsi pomocí lyofilizace nedošlo. 
Všechny hodnoty relativní viskozity systému HA – lysin (Obr. 39) jsou jak pro systém
s lyofilizovaným lysinem, tak s nelyofilizovaným (pouze protonizovaným) lysinem téměř 
totožné. Znamená to, že proces lyofilizace nijak výrazně neovlivňuje výslednou hodnotu 
limitní viskozity systému. Nedochází tak ke snížení vlivu protonizace lysinu a ani žádnému
rušení dosaženého posílení interakcí. Na druhou stranu lyofilizovaná směs obsahuje stále 
velké množství chloridů, které jsou schopné interakcí s molekulami lysinu a mohou tak
zkreslovat naměřené hodnoty viskozit.
Pro směsi HA s dihydrochloridem lysinu byly zjištěny stejné hodnoty relativní viskozity
(Obr. 39), tak jako pro směsi HA + protonizovaný lysin či pro směsi HA + lyofilizovaný 
lysin. Pro porovnání pro směs HA s minimálním přídavkem dihydrochloridu (koncentrace 
1mM) byla naměřena limitní viskozita η0 směsi 0,028 Pa·s, pro směs HA 
s celkovým přídavkem 1 mM lyofilizovaného lysinu viskozita η0 0,034 Pa·s a směs HA 
s přídavkem 1 mM protonizovaného lysinu viskozita η0 0,035 Pa·s. Ještě větších shod hodnot
relativních viskozit bylo dosaženo pro systémy s vyššími koncentracemi aminokyselin.
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Obr. 39: Porovnání relativních viskozit 0,1% hm. HA s přídavkem lyofilizovaného a protonizovaného 
lysinu a lysin dihydrochloridu v závislosti na přídavku aminokyseliny 
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Obr. 40: Porovnání relativní viskozity 0,1% hm. HA s přídavkem lyofilizované a nelyofilizované 
(protonizované) aminokapronové kyseliny
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K výraznější změně viskozity došlo v systému HA – aminokapronová kyselina (Obr. 40).
Systém s lyofilizovanou aminokyselinou vykazoval v celé koncentrační řadě aminokyseliny
nižší hodnoty relativní viskozity než ty v systému s aminokyselinou protonizovanou, která
nebyla podrobena lyofilizaci. Výsledky naznačují, že díky lyofilizaci může docházet
k odstranění části chloridů ze směsi. Na protonizaci aminokapronové kyseliny bylo použito
celkově menší látkové množství HCl než tomu bylo v případě protonizace lysinu, protože
aminokapronová kyselina má ve struktuře zabudovanou pouze jednu aminoskupinu. Pokud by
byly odstraněny některé atomy chloridů, uvolnily by se molekuly aminokapronové kyseliny,
které doposud s chloridy interagovaly. Tyto molekuly by následně mohly začít interagovat 
s karboxylovými skupinami na HA. Výsledkem těchto interakcí je pak nižší hodnota limitní
viskozity celé směsí HA – AKK.
K odstranění části z celkového množství chloridů mohlo dojít i systému HA – lysin. Avšak
díky několikanásobné vyšší koncentraci chloridů není jejich úbytek u výsledných relativních
viskozit směsí HA – lysin zřetelný. Pro představu k 10 ml roztoku lysinu o koncentraci
220 mmol l-1 je přidáváno 1,6 ml HCl o koncentraci 2,2 M a pro 10 ml roztoku AKK o stejné 
koncentraci se přidávají 2 ml HCl o koncentraci 0,066 M [32].
Stejně jako u systému HA – AKK došlo i pro systém HA – ARG ke změně viskozity, která
je ještě výraznější (Obr. 41). Hodnoty relativní viskozity pro systém s lyofilizovaným
argininem jsou vyšší než pro systém s protonizovanou aminokyselinou bez lyofilizace, ale
k poklesu relativní viskozity dochází mnohem pozvolněji v závislosti na velikosti přídavku
než v systému HA s protonizovaným argininem. Avšak po překročení koncentrace 5 mM
aminokyseliny v systému klesne viskozita téměř na totožné hodnoty relativní viskozity.
Po překročení této koncentrace systém již žádný pokles viskozity systém nevykazuje. 
Pro lyofilizované aminokyseliny byla pro koncentraci 10 mM naměřena limitní viskozita
4,8 mPa·s a pro protonizovaný systém limitní viskozita 4,5 mPa·s.
Ve směsi s přídavkem hydrochlorid argininu (Obr. 41) nebyly prokázány tak silné
interakce jako v systému, do kterého byla HCl přidávána v průběhu přípravy. Hodnoty 
relativní viskozity byly vyšší než hodnoty relativní viskozity systémů HA s lyofilizovanou
i pouze protonizovanou aminokyselinou v celé koncentrační řadě přídavku. Avšak relativní
viskozita klesala průběžně až do maximálního přídavku hydrochloridu a při tomto 
maximálním přídavku již dosáhla minimální naměřené viskozity jako u systému 
s protonizovaným argininem. Pro porovnání při celkové koncentraci aminokyseliny v roztoku
5 mM klesla relativní viskozita pro systém s protonizovaným argininem na hodnotu 0,0598,
pro systém s přídavkem lyofilizovaného argininu na 0,0505 a pro hydrochlorid argininu
na hodnotu 0,1959.
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Obr. 41: Porovnání relativních viskozit 0,1% hm. HA s přídavkem lyofilizovaného a protonizovaného
argininu a argininu hydrochloridu
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Obr. 42: Porovnání relativních vodivostí 0,1% hm. HA s přídavkem lyofilizovaného a 
protonizovaného lysinu a lysinu dihydrochloridu
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4.3.2 Diskuze konduktometrických výsledků
V systémech HA s lyofilizovaným a s pouze protonizovaným lysinem dochází k výraznému
poklesu hodnot relativní vodivosti při nízkých koncentracích aminokyseliny ve směsích 
(do koncentrace 5 mM). Při vyšších koncentracích lysinu dochází k pozvolnému zvyšování
relativní vodivosti. Jak u hodnot relativní viskozity systémů HA – lyofilizovaný lysin, tak
i u hodnot relativních vodivostí systému HA s protonizovaným lysinem (Obr. 42)
nedocházelo k žádné výrazné změně relativních vodivostí.
U systému s lysin dihydrochloridem dochází k výraznému nárůstu vodivosti pro vyšší
koncentraci hydrochloridu v systému. Tento trend je pozorovatelný od koncentrace AK
2 mM. Pro nízké koncentrace hydrochloridu dochází k výraznému poklesu vodivosti, a to až
na hodnotu relativní vodivosti 0,7. Z výsledků tedy vyplývá, že interakce v systému jsou
prokazatelné pro nízké koncentrace hydrochloridu.
Relativní vodivost směsí HA – lyofilizovaná aminokapronová kyselina (Obr. 43) se jako
u dat relativních viskozit liší od hodnot relativní vodivostí systému HA – protonizovaná
AKK. Konduktometricky je tedy potvrzeno, že při lyofilizaci dochází k poklesu vodivostí
směsí HA s AKK v porovnání se systémem HA s protonizovanou AKK. Konduktometrické
výsledky nejsou tak výrazně zkreslené jako je tomu u systémů s lysinem, protože do systému
není přidáváno tak velké množství HCl. Tedy koduktometricky je posílení interakcí v systému
HA s AKK prokazatelné.
Hodnoty relativní vodivosti jsou zatíženy velkými odchylkami, jednak kvůli již zmíněné 
přítomnosti chloridů a jednak díky velice špatnému ustalování vodivosti roztoků 
při konduktometrickém měření. Tedy výsledky konduktometrických měření, a to hlavně 
pro systémy s lysinem, nelze brát za zcela reprodukovatelné.
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Obr. 43: Porovnání relativní vodivosti 0,1% hm. HA s přídavkem lyofilizované a nelyofilizované 
(protonizované) aminokapronové kyseliny
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Pro měření vodivostí u systémů HA s argininem musí být opět zdůrazněno, že výsledky 
jsou zkresleny přítomností chloridů ve směsích. Lyofilizovaný vzorek prokazoval v průběhu 
celé koncentrační řady vyšší vodivost, než tomu bylo u vzorku protonizovaném.
Při koncentraci argininu v systému 5 mM byla naměřena vodivost pro protonizovaný vzorek
460,5 µS cm-1 a pro lyofilizovaný vzorek 1117,5 µS cm-1. Lyofilizací tedy nedošlo k žádnému
výraznému odstranění chloridů nebo k posílení interakcí v systému.
Systém HA s hydrochloridem argininu vykazoval v celé šíři koncentrační řady velice 
podobné hodnoty jako pro slepý vzorek voda – hydrochlorid, takže se hodnoty relativní
vodivosti pohybují okolo hodnoty jedna. Žádné zjevné poklesy ve sklonu křivky nejsou 
pozorovány. Za zamínku stojí pouze nárůst relativní vodivosti hydrochloridu v oblasti
koncentrací do 2 mM.
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Obr. 44: Porovnání relativních vodivostí 0,1% hm. HA s přídavkem lyofilizovaného a 
protonizovaného argininu a argininu hydrochloridu
Kromě měření vodivosti bylo prováděno i měření pH, které sloužilo jednak pro kontrolu 
správnosti přípravy vzorků a jednak pro studium vlivu HCl na prostředí.   
Hodnoty pH se obecně mění s koncentrací aminokyseliny ve směsi a závisí na způsobu 
přípravy přidávané aminokyseliny. Pro systémy s neupravovaným lysinem a argininem se
vyšplhá pH roztoků při maximálním přídavku AK (20 mM AK) k hodnotám 9-10. Systém
HA s AKK má pH přes hodnotu 5 a čisté roztoky HA mají pH okolo hodnoty 6. 
Při měření pH roztoků, do kterých byla přidávána protonizovaná aminokyselina (Obr. 45),
bylo zjištěno, že pH klesá s přídavkem protonizované aminokyseliny, a to převážně 
ve směsích s lysinem a argininem. U směsí s protonizovaným lysinem bylo pH směsí 
bez přídavku aminokyseliny 5,93 a po přídavku maximálního množství lysinu, tedy 
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při koncentraci protonizovaného lysinu 20 mM, kleslo pH až na hodnotu 2,54. Ke stejnému
efektu došlo i v systémech s protonizovaným argininem. U směsi bez argininu bylo naměřeno 
pH 5,84 a po maximálním přídavku argininu 2,64. Lyofilizací aminokyselin bylo docíleno 
malého zvýšení pH u obou aminokyselin. U systému s maximálním přídavkem lysinu 
vstouplo pH na hodnotu 2,96 a u směsí s argininem na 2,84, což jasně ukazují relativní 
hodnoty pH. U směsí s AKK nedošlo k žádnému výraznému poklesu pH, protože do směsi 
bylo přidáno malé množství HCl. Při maximální přídavku AKK kleslo pH směsí z původních 
5,93 na 5,57.
0 5 10 15 20
1,0
1,2
1,4
1,6
1,8
2,0
2,2 2H+ LYS
H+ AKK
H+ ARG
koncentrace AK (mmol l-1)
p
H
re
l
Obr. 45: Porovnání relativních pH směsí s protonizovanou aminokyselinou v závislosti na koncentraci
aminokyseliny
4.4 Vliv iontové síly na systémy s protonizovanou aminokyselinou
V této části jsou diskutovány reologické a konduktometrické výsledky, které byly
naměřeny pro systémy HA s přídavky protonizované aminokyseliny v roztocích NaCl
o různých koncentracích, a tedy o různé iontové síle. Cílem je prozkoumat účinnost posílení
interakcí mezi HA a aminokyselinami pomocí protonizace, které bylo prokázáno
ve vodném prostředí, na prostředí různé o míře iontové síly. Jako referenční koncentrace 
NaCl pro přípravu roztoků elektrolytu byly vybrány pro nízkou iontovou sílu koncentrace
0,01M a vysokou iontovou sílu koncentrace 0,15M. Pokud by došlo k úspěšnému posílení 
interakcí v prostředí s velkou iontovou silou, mohlo by se přejít ve výzkumu prekurzoru
nosiče bioaktivních látek typu HA – amfifil k dalšímu kroku, a to k navázáním hydrofobně 
modifikovaných aminokyselin na HA. Takto modifikované aminokyseliny už by mohly nést
bioaktivní látku.
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Obr. 46: Porovnání relativních viskozit směsí 0,1% hm. 1,75 MDa HA s neprotonizovaným a
protonizovaným lysinem v prostředí 0,01M a 0,02M NaCl
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Obr. 47: Porovnání relativních viskozit směsí 0,1% hm. 1,75 MDa HA s neprotonizovaným a
protonizovaným lysinem v prostředí 0,15M NaCl
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4.4.1 Diskuze reologických výsledků
Pro systém HA – AK v 0,01M NaCl byly prokázány silné elektrostatické interakce již
v systému s neprotonizovanou aminokyselinou, protože koncentrace kationtů Na+ nebyla
dostatečně velká, aby interakce mezi karboxylovou skupinou na HA a aminoskupinou
na lysinu odstínila. Pro tento systém s protonizovaným lysinem (Obr. 46) tedy nedošlo
k nijak výraznému posílení interakcí. Hodnoty relativních viskozit jsou téměř totožné 
pro systém s protonizovaným i neprotonizovaným lysinem při vyšších koncentracích 
protonizovaného lysinu. K rozdílu v průběhu křivek dochází při nízkých koncentracích lysinu, 
což naznačuje, že dochází k jistému posílení interakcí. U systému s protonizovaným lysinem
klesá viskozita průběžně se zvyšujícím se přídavkem, ale u systémů s neprotonizovaný
lysinem tento pokles není zřetelný a všechny hodnoty relativní viskozity systému HA – lysin
v 0,01M NaCl se pohybují okolo 0,2.
V systému HA – neprotonizovaný lysin při vysokých koncentracích soli (přes 0,1M NaCl) 
nebyly zřetelné žádné významné poklesy relativních viskozit, a tedy interakce byly odstíněny 
přítomností NaCl. U systému HA – protonizovaný lysin se ale podařilo díky přídavku HCl 
posílit interakce do takové míry, že jsou zřetelné i v roztoku s iontovou sílo 0,15M NaCl
(Obr. 47).
Obr. 47 zobrazuje dvě křivky pro systém HA – neprotonizovaný lysin při koncentraci soli 
0,1M a 0,2M. Obě křivky vykazují hodnoty relativní viskozity kolem hodnoty 1 a není
zřetelný pokles s přídavkem lysinu. Třetí křivka zobrazuje systém HA s protonizovaným
lysinem v 0,15M NaCl. Pokud by v systému nedošlo k posílení interakcí mezi HA a lysinem,
křivka by měla taktéž lineární charakter a vedla by přesně mezi křivkami systémů 
s neprotonizovanou aminokyselinou. Křivka ale strmě klesá se zvyšujícím se přídavkem 
protonizovaného lysinu. Prokazatelně se tak osvědčila metoda protonizace lysinu pro udržení
stabilního systému HA s lysinem v relativně vysokých iontových silách. Protonizace lysinu je
dostatečně silná, aby udržela lysin elektrostaticky navázaný na HA a nedocházelo k záměně 
lysinu za protiionty z elektrolytu.
U ostatních dvou aminokyselin, tedy u argininu a aminokapronové kyseliny se k tak
výrazným výsledkům nedošlo. Pokud budeme uvažovat pouze systémy protonizovaných 
aminokyselin v 0,01M NaCl (Obr. 48), tak k výraznému poklesu viskozity dochází pouze
v případě směsí s přídavkem lysinu a mírný pokles lze pozorovat i směsí s přídavkem 
argininu. Není ale tak výrazný, jako tomu je u systému HA – protonizovaný lysin. U systémů 
s protonizovanou AKK je výrazný pokles relativní viskozity pozorovatelný u přídavku 5 mM
AKK a tedy mohlo dojít k posílení interakcí při nižších koncentracích AKK. Celkově ale 
posílení interakcí pomocí protonizace není dostatečné pro jejich prokázání v roztocích
elektrolytů.
Pro systémy protonizovaných aminokyselin v prostředí 0,15M NaCl (Obr. 49) je
významný pokles relativní viskozity zaznamenám pouze u systému s lysinem. U systémů 
s AKK se naměřené hodnoty relativní viskozity pohybují okolo hodnoty jedna, takže 
protonizace neměla vliv na posílení interakcí v prostředí s vysokou iontovou silou. Výjimku
tvoří oblast okolo koncentrace AKK 5 mM. Dochází k poklesu křivky relativní viskozity a 
následně jejímu narovnání. Tento jev může naznačovat slabé interakce v systému.
U systémů s argininem dochází k mírnému poklesu relativní viskozity v celé koncentrační 
řadě přídavku. Zřetelný pokles je vidět u vyšších přídavků AK. Prokazatelné interakce se tedy 
mohou objevit v systému až při větším přídavku argininu.
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Hlavním důvodem úspěšného posílení interakcí systému HA s lysinem v roztoku s vysokou
iontovou silou a rozdílné interaktivity v systémech s argininem a aminokapronovou kyselinou
je dán počet interakce schopných aminoskupin ve struktuře aminokyselin. Lysin má ve své
struktuře dvě aminoskupiny, které jsou schopny se účastnit elektrostatických interakcí. 
Aminokapronové kyselině, jako analogu lysinu, schází na ve struktuře aminoskupina na 
druhém uhlíku aminoskupina. Celkově tedy má pro možnost elektrostatických interakcí AKK 
pouze jednu aminoskupinu. Arginin obsahuje ve své struktuře guanidinovou skupinu, ve které 
dochází k delokalizaci kladného náboje na všechny tři dusíky. Důsledkem toho je, že dusíky 
nemají dostatečně velký kladný náboj, který by byl schopen účastnit elektrostatické interakce.
Guanidinová skupina tedy není v porovnání s aminoskupinou dostatečně silná k interakcím.
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Obr. 48: Porovnání relativních viskozit systémů s protonizovanou aminokyselinou v prostředí 0,01M 
NaCl
4.4.2 Diskuze konduktometrických výsledků
Měření vodivostí připravených směsí se potýkalo s problémem velké iontové síly díky
roztoku elektrolytu a přítomností chloridů z protonizace aminokyseliny. Proto výsledky
konduktometrických měření jsou poměrně zkreslené.
Obr. 50 znázorňuje relativní vodivosti směsí s protonizovanou aminokyselinou v 0,15M
NaCl. Pro směsi HA s protonizovaným lysinem a protonizovaným argininem nebylo možné
pozorovat změny, které by poukazovaly na interakce mezi HA s AK, protože hodnoty
relativní vodivost se v průběhu celé koncentrační řady pohybovaly okolo hodnoty jedna.
U směsí s AKK došlo k poklesu relativní vodivosti k hodnotě 0,9, ale tento pokles není 
dostatečně velký a není zde pozorován žádný trend poklesu vodivosti, aby mohlo být
uvažováno o vlivu interakcí.
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Obr. 49: Porovnání relativních viskozit systémů s protonizovanou aminokyselinou v prostředí 0,15M 
NaCl
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Obr. 50: Porovnání relativních vodivostí systému 0,1% hm. 1,75 MDa HA s protonizovanou
aminokyselinou v prostředí 0,15 M NaCl
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U směsí protonizovaných aminokyselin, které byly vystaveny působení prostředí 
elektrolytu o koncentraci 0,01M NaCl (Obr. 51) došlo k poklesům relativní vodivosti se 
zvyšujícím se přídavkem aminokyseliny. Je to důsledkem interakcí v systému. Avšak tento
trend pro vyšší iontovou sílu roztoku vymizí, takže pro posílení interakcí, které by se dalo
dále ve výzkumu využít, nemá mírné posílení interakcí význam.
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Obr. 51: Porovnání relativních vodivostí systému 0,1% hm. 1,75 MDa HA s protonizovanou
aminokyselinou v prostředí 0,01 M NaCl
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5 ZÁVĚR
Při studiu interakcí mezi HA s aminokyselinami v prostředí s různou iontovou silou bylo
zjištěno, že iontová síla má zásadní vliv na stabilitu systému HA – aminokyselina.
Elektrostatické interakce mezi karboxylovou skupinou na HA a aminoskupinami
na aminokyselinách nejsou dostatečně silné, aby odolaly větší iontové síle roztoku, takže 
takto připravený systém není dostatečně stabilní pro použití v krevním řečišti, kde iontová síla
má sílu roztoku o koncentraci elektrolytu 0,15M.
Pomocí přesně definovaného množství HCl byly úspěšně protonizovány aminokyseliny, 
které byly použity pro posílení interakcí mezi aminokyselinami a HA. Posílení interakcí bylo
prokázáno pomocí reometrie, kdy relativní viskozita směsí klesala v některých případech 
z původní hodnoty až na polovinu. Nejvýraznějšímu posílení interakcí došlo u směsí 
s lysinem a argininem. U aminokapronové kyseliny nebylo posílení interakcí tak výrazně, 
protože má ve struktuře pouze jednu aminoskupinu a izoelektrický bod aminokyseliny je 7,25. 
Konduktometrií se posílení interakcí prokázat nepodařilo u všech aminokyselin,
protože protonizací HCl bylo přidáno do systému velké množství chloridových aniontů, které 
svou přítomností výrazně zkreslují konduktometrické výsledky. Interakce byly zřetelné u 
systémů s argininem a lysinem. Obecně vodivost systému s protonizovanou aminokyselinou
výrazně vzroste a mírné poklesy vodivosti, které interakce způsobují, jsou tak zcela 
nepozorovatelné
Lyofilizace aminokyselin nesplnila svůj původní účel a nepodařilo se tedy úplně odstranit 
chloridy ze systému HA s protonizovanou aminokyselinou. K jistému odstranění chloridů 
dochází v systému HA – AKK, ale výsledky nejsou dostatečně významné, aby byl proces
lyofilizace zaveden do běžného procesu přípravy všech protonizovaných aminokyselin. 
U systémů HA s hydrochloridy byly prokázány elektrostatické interakce, které byly ale
slabší v porovnání se směsmi s protonizovanou aminokyselinou. Pouze v systému s lysinem
dihydrochloridem bylo dosaženo stejných výsledků jako u protonizovaných aminokyselin. 
Avšak velkou nevýhodou systému HA s lysin dihydrochloridem je velice nízké pH systému.
Pro největší přídavek dihydrochloridu (koncentrace 20mM) klesá pH až na hodnotu 1,97 a
směs tedy není vhodná pro biologické aplikace a musela by se upravit.
  Účelem měření protonizace bylo najít způsob, kterým se interakce co nejvíce posílí, aby
systém byl stabilní minimálně v iontové síle v roztoku o koncentraci 0,15M NaCl. Tento
předpoklad byl splněn a bylo rozhodnuto, že bude upuštěno od lyofilizace protonizovaných 
aminokyselin a používání hydrochloridů a pro posílení interakcí budou používány pouze 
aminokyseliny protonizované pomocí předem definovaného množství HCl.
Bylo zjištěno, že protonizace aminokyselin je vhodná metoda pro posílení elektrostatických 
interakcí v systému HA – lysin. V tomto systému došlo k výraznému poklesu relativní
viskozity i v prostředí s vysokou koncentrací elektrolytu. Posílení bylo tak silné, že se dá
srovnat s interakcemi systému HA s neprotonizovaným lysinem ve zředěném roztoku 
elektrolytu o koncentraci elektrolytu pouhých 0,01M. Pro ostatní aminokyseliny (AKK a
arginin) nebylo dosaženo, tak výrazných výsledků a můžeme konstatovat, že protonizace není
dostatečná metoda pro posílení stability systému HA – AK v roztoku koncentrovaného
elektrolytu. Důvodem se zdá být přítomnost pouze jedné aminoskupiny ve struktuře
zmíněných aminokyselin, zatímco lysin má ve své struktuře dvě aminoskupiny. Pro systémy
HA v roztoku NaCl o koncentraci 0,01M byly silné elektrostatické interakce prokázány již
pro neprotonizované aminokyseliny, takže k žádné výrazné změně v míře interakcí nedošlo.
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ
A plocha
AK aminokyselina
AKK 6 – aminokaprová kyselina
ARG arginin
CD44 cluster of differention (specifický receptor)
Da Dalton (jednotka molekulové hmotnosti, 1 Da = 1,66 · 10-27 kg)
DMSO dimethylsulfoxid
Fd tlaková síla
Fk třecí síla
h, H výška kužele
HA hyaluronan, kyselina hyaluronová
m hmotnost
M molární hmotnost
Mz kroutivý moment
r, R poloměr
α úhel kužele
γ& smyková rychlost
γ& C kritická smyková rychlost 
ρ hustota
η dynamická viskozita
 η0   limitní viskozita
 η∞ asymptotická viskozita
ηr relativní viskozita
ηred redukovaná viskozita
ηsp specifická viskozita
[η] limitní viskózní číslo
τ smykové napětí
ν kinetická viskozita
σ smykové napětí
π Ludolfovo číslo
Ω úhlová rychlost
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8 SEZNAM PŘÍLOH
Příloha 1: Hodnoty naměřených viskozit a vodivostí pro systémy pro studium iontové síly
Příloha 2: Hodnoty naměřených viskozit a vodivostí pro systémy s posílenými interakcemi
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9 PŘÍLOHY
9.1 Příloha 1
Tab. 3: Průměrné hodnoty viskozit η0 [Pa·s] směsí HA + lysin v solných roztocích
0,1% hm. HA
cAK [mmol l
-1] 0 0,9 4 10 20 50
0 M 0,1077 0,0753 0,0742 0,0310 0,0436 0,0181
0,01M 0,0971 0,0265 0,0321 0,0157 0,0187 0,0128
0,02M 0,0169 0,0177 0,017 0,0124 0,0143 0,0110
0,04M 0,0119 0,0125 0,0115 0,0113 0,0098 0,0084
0,1M 0,0085 0,0074 0,0077 0,0065 0,0073 0,0063
0,2M 0,0064 0,0062 0,0066 0,0056 0,0058 0,0053
0,3M 0,0064 0,0053 0,0059 0,0046 0,0057 0,0042
0,4M 0,0056 0,0054 0,0054 0,0044 0,0051 0,0053
0,2% hm. HA
cAK [mmol l
-1] 0 0,9 4 10 20 50
0 M 0,2512 0,2194 0,1834 0,1715 0,1246 0,0738
0,01M 0,1069 0,0961 0,0927 0,0842 0,0686 0,0517
0,02M 0,0668 0,0628 0,0631 0,0605 0,0492 0,0419
0,04M 0,0487 0,0422 0,0411 0,0418 0,0380 0,0324
0,1M 0,0288 0,0283 0,0265 0,0267 0,0248 0,0235
0,2M 0,0243 0,0215 0,021 0,0196 0,0192 0,0185
0,3M 0,0209 0,0194 0,0182 0,0191 0,0172 0,0168
0,4M 0,0203 0,0171 0,0169 0,0176 0,0170 0,0150
0,01% hm. HA
cAK [mmol l
-1] 0 0,9 4 10 20 50
0 M 0,0028 0,0058 0,00041 0,0027 0,0020 0,0020
0,01M 0,0016 0,0018 0,002 0,0016 0,0012 0,0012
0,02M 0,0012 0,0013 0,0018 0,0013 0,0012 0,0012
0,04M 0,0012 0,0012 0,0014 0,0012 0,0011 0,0011
0,1M 0,0011 0,0011 0,0013 0,0011 0,0011 0,0011
0,2M 0,001 0,0011 0,0013 0,0011 0,0011 0,001
0,3M 0,001 0,0011 0,0012 0,0011 0,001 0,001
0,4M 0,001 0,0011 0,0011 0,0011 0,001 0,001
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Tab. 4: Průměrné hodnoty vodivostí G [mS] směsí HA + lysin v solných roztocích
0,1% hm. HA
cAK [mmol l
-1] 0 0,9 4 10 20 50
0M 0,186 0,203 0,228 0,282 0,310 0,445
0,01M 0,573 0,692 0,689 0,803 0,786 0,917
0,02M 1,092 1,024 1,225 1,281 1,294 1,379
0,04M 1,942 2,184 2,172 2,150 2,300 2,328
0,1M 4,288 4,886 4,972 5,010 4,772 4,786
0,2M 7,966 9,032 9,030 9,052 8,916 8,884
0,3M 11,768 12,934 13,006 13,120 12,202 11,480
0,4M 14,62 16,744 16,726 16,886 16,738 16,532
0,2% hm. HA
CAK [mmol l
-1] 0 0,9 4 10 20 50
0 M 0,332 0,345 0,366 0,402 0,422 0,588
0,01M 0,81 0,811 0,837 0,857 0,885 1,030
0,02M 1,221 1,269 1,328 1,343 1,392 1,512
0,04M 2,132 2,226 2,300 2,340 2,300 2,440
0,1M 4,77 4,906 4,760 4,804 4,874 5,022
0,2M 8,618 8,95 8,900 9,030 8,890 9,038
0,3M 12,252 12,764 12,810 12,914 12,856 12,822
0,4M 15,73 15,732 16,630 16,745 16,542 16,554
0,01% hm. HA
CAK [mmol l
-1] 0 0,9 4 10 20 50
0 0,022 0,047 0,112 0,112 0,158 0,306
0,01 0,548 0,549 0,589 0,617 0,651 0,908
0,02 1,048 1,066 1,103 1,135 1,177 1,308
0,04 2,02 2,05 2,080 2,130 2,140 2,330
0,1 5,06 4,83 4,750 5,080 5,160 5,250
0,2 9,23 9,13 9,270 9,720 9,440 9,650
0,3 13,71 13,59 13,450 13,810 13,830 13,850
0,4 17,91 17,94 17,990 17,980 18,020 18,060
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9.2 Příloha 2
Tab. 5: Průměrné hodnoty viskozit η0 [Pa·s] systémů HA s různými typy AK jako funkce 
jejich koncentrace a iontové síly
cAK [mmol l
-1] 0 1 2 5 10 20
lyofilizovaný lysin 0,1317 0,034 0,0186 0,0067 0,005 0,0024
protonizovaný lysin 0,1317 0,035 0,0183 0,0064 0,0034 0,0022
lysin v 0,15M NaCl 0,00592 0,00523 0,00448 0,00403 0,00314 0,00279
lysin v 0,01M NaCl 0,0134 0,0082 0,0076 0,0045 0,0032 0,0024
lyofilizovaná AKK 0,1317 0,1193 0,1144 0,1056 0,0828 0,0649
protonizovaná AKK 0,1317 0,1333 0,1221 0,1205 0,0947 0,0752
AKK v 0,15M NaCl 0,0059 0,0058 0,0053 0,0059 0,0059 0,0055
AKK v 0,01M NaCl 0,0168 0,014 0,0116 0,0168 0,0162 0,0144
lysin dihydrochlorid 0,1317 0,028 0,0108 0,0086 0,0023 0,003
arginin hydrochlorid 0,1317 0,0589 0,0435 0,0258 0,0173 0,0082
arginin 0,1057 0,0800 0,0809 0,0731 0,0534 0,0557
protonizovaný arginin 0,1187 0,0418 0,0277 0,0071 0,0045 0,0041
lyofilizovaný arginin 0,1187 0,0146 0,0096 0,0060 0,0048 0,0030
arginin v 0,15M NaCl 0,0062 0,0059 0,0059 0,0058 0,0058 0,0052
arginin v 0,01M NaCl 0,0173 0,0160 0,0156 0,0125 0,0102 0,0081
Tab. 6: Průměrné hodnoty vodivostí κ [µS/cm] systémů HA s různými typy AK jako 
funkce jejich koncentrace a iontové síly
cAK [mmol l
-1] 0 1 2 5 10 20
lyofilizovaný lysin 163,4 294,1 397 905,1 1741 3234,7
protonizovaný lysin 163,4 289,5 412,2 905,9 1823,9 3332
lysin v 0,15M NaCl 14370,7 14786 14662 15011,3 15558 16804
lysin v 0,01M NaCl 1253 1352,9 1518,7 1941,6 2845,3 4300,67
lyofilizovaná AKK 163,4 161,4 163 179,4 202,1 261,4
protonizovaná AKK 163,4 172,5 174,4 192,2 195,8 247,1
AKK v 0,15M NaCl 13539,8 13693,3 12718,9 13834 12056,7 13526
AKK v 0,01M NaCl 1237,5 1251,1 1231,9 1250,7 1276,5 1330,1
lysin dihydrochlorid 163,4 355,8 649,1 1700,1 3263,3 6128
arginin hydrochlorid 163,4 247,1 318,9 575 981,1 1943,7
arginin 172,9 194,8 196,1 232 236,8 266,3
protonizovaný arginin 172,9 172,9 306,9 460,5 1095,3 2140,7
lyofilizovaný arginin 445,9 562,7 704,9 1117,5 1799,4 3076,67
arginin v 0,15M NaCl 14225 14474 14230 14384 14854 15530
arginin v 0,01M NaCl 1216,5 1289,8 1376,9 1685,3 2100 2950
